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Apresentacao

Os equipamentos de sequenciamento de nova geragao nos possibilitam mensu-
rar a quantidade de RNA transcrito €, consequentemente, identificar modulagbes
na expresséo dos genes correlacionadas com diferentes estagios de desenvol-
vimento ou condi¢des experimentais dos mais diversos organismos vivos. Esta
metodologia, o RNA-Seq, é hoje a técnica mais utilizada para identificagéo de
expressao diferencial de genes, pois possibilita ainda a obtencao da sequéncia
completa do RNA e a identificagao de diferentes formas de splicing.

Esses equipamentos produzem milhdes de sequéncias pequenas, variando
entre 100pb e 250pb, e o processamento desses dados geralmente requer uma
consideravel infraestrutura computacional. A Bioinformatica é a area do conheci-
mento que busca superar tais desafios, por meio da congregacao de métodos da
computacao, biologia, matematica e estatistica. O Linux é o sistema operacional
adotado pela comunidade de Bioinformatica e diversos softwares foram desen-
volvidos para analise de dados de RNA-Seq neste sistema.

Cientistas de areas como a Biologia enfrentam grandes dificuldades no proces-
samento desses dados, uma vez nao possuem treinamento formal na utilizacéao
do sistema operacional Linux, bem como em paralelizagcdo de processos em
clusters de computadores.

Neste documento, seréo apresentados métodos computacionais para facilitar o
processo de analise de dados de RNA-Seq, por meio de ferramentas acessiveis
via navegadores. Esta metodologia possibilita o processamento distribuido e o
compartilhamento de grandes volumes de dados de RNA-Seq, com o objetivo de
efetivamente identificarmos as diferengas de expressao de genes para elucidar
mecanismos bioldgicos ligados a produtividade e a doencas.

Silvia Maria Fonseca Silveira Massruha
Chefe-geral
Embrapa Informatica Agropecuaria






Sumario

1. INtrodUGA0 .....cceeeeeeccce e e 9
1.1. Andlise de dados de RNA-Seq.......ccccrrrrmrrrrisismneninssnnessssans 9
I C T 1 - ) PSP 1
1.3. Instancia do Galaxy no LMB ..........cccccccinimnnnnnnsinnnnsnnennns 1"
R 0F- 1= o 0o 1= ¥ L= o 2 11
2.1. Conjunto de dados.........cccceeermmmmrrrerrrnnsss e 1"
2.2. Pagina inicial do Galaxy .......cccccccrrrmrriiisccssssnnmnreereeseeessssesennns 13
2.3. Carregamento de arquivos........cccccueeeeeerrrrcmeersssssmeesssssmeees 14
2.4. Mapeamento no genoma de referéncia.........c..ccoeceerrrrcncennn. 18
2.5. Identificacdo de genes e transcritos ..........ccccovvienrniiiinennn 20
2.6. Organizagao do historico ..........ccccirrimnriniinn e 22
2.7. WOrKFIOWS .....oeerriiiirr e 24
2.8. Construgao do transcriptoma de referéncia....................... 30
2.9. Analise de expressao diferencial............cccoevmmrrrrrrrrriiicccnnnns 31
3. CoNCIUSAO0 .....ueerirrcerr e ——— 36

I = =Y =) 3 [ = L= 36






Analise de dados de RNA-
Seq utilizando o Galaxy

Adhemar Zerlotini Neto
Leandro Carrijo Cintra

1. Introducao
1.1. Andlise de dados de RNA-Seq

A tecnologia de sequenciamento de RNA, RNA-Seq, possibilita a identifica-
¢ao de genes e transcritos diferencialmente expressos entre amostras bio-
l6gicas. O volume e a complexidade deste tipo de dados exige programas
eficientes e escalaveis. Neste artigo, serdo apresentados programas de
cédigo fonte aberto que nos permitem analisar grandes conjuntos de dados
de RNA-Seq para identificar novos genes, formas de splicing alternativo e
comparar genes e transcritos de duas ou mais condigbes experimentais.
Os programas utilizados foram desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do
Dr. Cole Trapnell, do Center for Computational Biology, na Johns Hopkins
University. Este grupo tem publicado regularmente artigos cientificos e
textos online relativos as ferramentas para analise de dados de RNA-Seq
(TRAPNELL et al., 2012).

A analise de dados de RNA-Seq que sera apresentada consiste no mape-
amento das sequéncias de RNA em um genoma de referéncia, sua quanti-
ficagdo e aplicagao de testes estatisticos para determinacao de expresséao
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diferencial entre as amostras. As ferramentas utilizadas para esta analise,
estao descritas na figura Figura 1.

Como especificado no artigo (TRAPNELL et al., 2012), as ferramentas
devem ser utilizadas em um terminal do Linux em modo texto. O Galaxy
possibilita utiliza-las diretamente na interface grafica por meio de um nave-

gador web.
Bowtie

Extremely fast, general purpose short read aligner

TopHat

Aligns RNA-Seq reads to the genome using Bowtie
Discovers splice sites

Cufflinks package

[mm e ————————— -

1
| Cufflinks i
1 Assembles transcripts :
o i i,
[ -
: Cuffcompare

1 Compares transcript assemblies to annotation

1
Cuffmerge 1
1 Merges two or more transcript assemblies :

Cuffdiff :
Finds differentially expressed genes and transcripts
Detects differential splicing and promoter use 1

CummeRbund
Plots abundance and differential
expression results from Cuffdiff

Figura 1. Ferramentas de analise de dados de RNA-Seq.
Fonte: Trapnell et al. (2012).
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1.2. Galaxy

O Galaxy (GIARDINE et al., 2005) é uma plataforma web de cédigo fon-

te aberto para pesquisas biomédicas que analisam grandes volumes de
dados. Seja utilizando o servidor publico (usegalaxy.org) ou instalando sua
prépria instancia local (galaxyproject.org), vocé pode executar, reproduzir e
compartilhar analises de dados.

O objetivo do Galaxy é tornar a analise de grandes volumes de dados mais
acessivel, transparente e reprodutivel, por meio de um ambiente web, em
que os usuarios podem executar analises computacionais complexas e ter
todos os detalhes de cada etapa da execugao registrados para posterior
inspecao, publicagao ou reutilizagao.

1.3. Instancia do Galaxy no LMB

A instancia do Galaxy para analises de bioinformatica, instalada no servi-
dor do Laboratério Multiusuario de Bioinformatica da Embrapa (LMB), pode
ser acessada no seguinte enderego web: https://www.Imb.cnptia.embrapa.
br/galaxy. O acesso é restrito por senha e a criagdo de um usuario de
acesso deve ser solicitada pelo formulario disponivel em: https://www.Imb.
cnptia.embrapa.br/web/Imb/politicas-de-uso.

2. Caso de uso

A analise de dados de RNA-Seq que sera demonstrada neste documento
foi extraida de um exercicio proposto por um membro da equipe de de-
senvolvimento do Galaxy em: https://usegalaxy.org/u/jeremy/p/galaxy-rna-
-seg-analysis-exercise. Este exercicio introduz as ferramentas necessarias
para a execugao completa de uma analise de dados de RNA-Seq utilizan-
do-se um genoma de referéncia e conceitos gerais da plataforma Galaxy.

2.1. Conjunto de dados

Os arquivos de entrada sdo amostras extraidas do projeto lllumina
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BodyMap 2.0 (http://www.ensembl.info/blog/2011/05/24/human-bodymap-2-
-0-data-from-illumina/). S&o arquivos no formato fastq (https://www.ncbi.
nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2847217/) que contém pares de sequéncias
de 50 nucleotideos. Essas amostras contém sequéncias localizadas em
uma regido de 500 nucleotideos do cromossomo humano 19, provenientes
de dois tecidos: cérebro (brain) e glandula suprarrenal (adrenal).

Existe ainda, neste conjunto de dados, um arquivo que contém caracteris-
ticas dos genes humanos contidos no cromossomo 19, que sera utilizado
em etapas posteriores da analise.

Os arquivos se chamam: adrenal_1.fastq, adrenal_2.fastq, brain_1.fastq,
brain_2.fastq e ‘iGenomes UCSC hg19, chr19 gene annotation’. Todos

os 5 arquivos devem ser baixados do link do exercicio de RNA-Seq para
posterior processamento, utilizando-se o link representado por um disquete
(Figura 2).

RNA-seq Analysis Exercise

Galaxy provides the tools necessary to creating and executing a complete RNA-seq analysis pipeline. This exercise introduces these tools and guides you through a simple
pipeline using some example datasets. Familianity with Galaxy and the general concepts of RNA-seq analysis are useful for understanding this exercise. This exercise
should take 1-2 hours. You can check your work by looking at the history and visualization at the bottom of this page, which contain the datasets for the completed exercise

Input Datasets

Below are small samples of datasets from the lllumina BodyMap 2.0 project: specifically, the datasets are paired-end S0bp reads from adrenal and brain tissues. The
sampled reads map mostly to a 500Kb region of chromosome 18, positions 3-3.5 million (chr19:3000000:3500000).

RNA-seq data from adrenal tissue W

5] Galaxy Dataset | adrenal 1.fastq =11

Forward RNA-seq reads from BodyMap 2.0 project, adrenal tissue, mapping to chr19:3000000:3500000

[+ Galaxy Dataset | adrenal 2.fastq (=T
Reverse RNA-seq reads from BodyMap 2.0 project, adrenal tissue, mapping to chr19:3000000:3500000

RNA-seq data from brain tissue:

(] Galaxy Dataset | brain 1.fastq =[+1]

Forward RNA-seq reads from BodyMap 2.0 project, brain tissue, mapping to chr19:3000000:3500000

and

[+ Galaxy Dataset | brain 2.fastq 2O &
Reverse RNA-seq reads from BodyMap 2.0 project, brain tissue, mapping to chr19:3000000:3500000

You'll also need one additional dataset: a gene annotation in GTF format. Here is iGenomes gene annotation for the UCSC hgl9 build:

[+ Galaxy Dataset | iGenomes UCSC hq19, chr19 gene annotation 2O &

iGenomes gene annotation for chrl9 of hgl® build
Here's a history containing all five datasets; click on the green plus to import (copy) it into your workspace. Use this history to complete the exercise.

Figura 2. Fonte de dados e descri¢cdo da analise que sera realizada.
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2.2. Pagina inicial do Galaxy

A pagina inicial do Galaxy é composta de uma barra superior e trés pai-
néis, conforme a Figura 3. A barra superior contém um menu que possibi-
lita acesso as analises (Analyze Data), workflows, dados compartilhados
(Shared Data), visualizadores gendmicos (Visualization), administragéo
(Admin), ajuda (Help) e configuragdes de usuario (User).

O painel da esquerda, chamado Tools (Ferramentas), contém uma ferra-
menta de busca de programas de bioinformatica (search tools) e links para
0s programas separados em categorias. O icone de upload, no canto su-
perior direito desse painel, possibilita carregamento de arquivos. Arquivos
carregados no Galaxy seréo exibidos no painel da direita.

O painel da direita, chamado History (Historico), possui uma ferramenta de
busca nos itens do histérico (search datasets) e uma lista de arquivos que
foram carregados ou gerados por meio da execugao de ferramentas. Ao
clicar no texto Unnamed History é possivel dar um nome para o histérico
atual. Historicos adicionais podem ser criados a partir do link representa-
do por uma engrenagem no canto superior direito desse painel, além de
outras opg¢oes relativas aos histoéricos.

Por ultimo, o painel central que é utilizado para visualizagdo dos formu-
larios de opgdes dos programas contidos na barra de ferramentas e do
conteudo e informagdes dos arquivos contidos na barra histérico.

search tools

Get Data

Text Manipulation
Filter and Sort

Join, Subtract and Group
Convert Formats

Extract Features

Fetch Sequences
Fetch Alignments
Get Genomic Scores
Statistics

Wavelet Analysis
Graph/Display Data

Analyze Data

v

Welcome to the
Laboratério Multiusuario de Bioinformatica

2 / Laboratério
Nl Multiusudrio de
v Bioinformatica

Em:pa

Using 8.2 T8

History cal

)
Unnamed history
0bytes. % ®

@ This nistory is empty. You can load

‘your own data or get data from an
‘external source

Figura 3. Pagina inicial do Galaxy implementado no Laboratério Multiusuario de Bioinformati-

ca.
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2.3. Carregamento de arquivos

No canto superior direito do painel de ferramentas (Figura 4) ha um icone
de carregamento de arquivos (upload). Esta ferramenta também pode ser
acessada por meio do link Get Data > Upload File.

Ao abrir a ferramenta de carregamento de arquivos sera disponibilizada
uma janela, na qual é possivel arrastar arquivos de um gerenciador de
arquivos diretamente para ela (Figura 5). Nesta janela, arquivos podem
ser submetidos de trés formas: arquivos do seu computador (Choose local

_ Galaxy Analyze Data

History

search tools elcome to the °
Get Data aboratdrio Multiusuario de Bioinformatica Unnamed history
Send Data 0bytes. % ®
Lift-Over
@ This nistory is empty. You can load

Text Manipulation
Filter and Sort
Join, Subtract and Group

‘your own data or get data from an
Convert Formats
Extract Features

) % Laboratério external source
s %Q Multiusudrio de
SR Bioinformatica
Fetch Sequences

Fetch Alignments Eml =~ Ppa

Get Genomic Scores
Statistics

Wavelet Analysis
Graph/Display Data

Figura 4. Link para carregamento de arquivos.

Download data directly from web or upload files from your disk

ou can Drag & Drop files info this box.

Choose focal file || Choose FTPfile || PastefFetchdata | Start | Pause | Reset | Close

Figura 5. Arquivos podem ser carregados do proprio computador, de um link de FTP, de uma
URL ou colado em uma caixa de textos.
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file), arquivos enviados previamente por um servidor de FTP (Choose FTP
file) e colar/digitar conteddo ou URL de um arquivo (Paste/Fetch data).

A primeira opgéo é, geralmente, a mais utilizada, porém existe uma limi-

tagdo de tamanho maximo de aproximadamente 2Gb. Quando arquivos

excedem este limite, precisam ser enviados previamente para um servi-

dor FTP disponibilizado pelo administrador local do Galaxy, ou seja, para
enviar arquivos por este método é necessario contatar o administrador e
obter instru¢des especificas de conexao no servidor FTP.

A opgao de colar o conteudo ou uma URL de um arquivo é particularmente
interessante. Esta opgao facilita a insergdo de dados manualmente, como
uma lista de identificadores ou um conjunto pequeno de sequéncias (pri-
mers, adaptadores, ...). Ela possibilita ainda carregar arquivos diretamente
de um enderego da web, facilitando baixar arquivos de sequéncia de sites
como o NCBI, Kegg, Uniprot, e outros.

Os arquivos fastq e gtf baixados anteriormente deverao ser carregados
utilizando o botdo Choose local file ou arrastando os mesmos para a janela
(Figura 6)

Open Files
? IE I home I -adhemar ‘m

Location: |

Places [ Name Modified v
@ search B tmp 08:43
@® Recently Used I Galaxy2-{adrenal_1.fastq].Fastqsanger
[ m357764 i Galaxy4-[brain_1.fastq].Fastqsanger
[ Desktop B Galaxy3-[adrenal_2.fastq].fastqsanger
[ File system B Galaxys-[brain_2.fastq] fastgsanger
Private B Galaxy1-[ iGenomes_ucsc_hg19, chr19_gene_annotation].gtf
Private
[@ Elements
[@ 2,0TBVolume

B Downloads

| cancel || open |

Figura 6. Para a andlise de dados de RNA-Seq deste documento, serdo necessarios os
arquivos selecionados (azul).
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Antes de clicar no botdo Start para inicio do carregamento dos arquivos é
muito importante definir o seu formato utilizando a coluna Type. O sistema
de carregamento de arquivos tentara detectar o formato automaticamente,
porém existem diferentes tipos de arquivos fastq e este sistema ira selecio-
nar o formato genérico fastq. As ferramentas de bioinformatica disponiveis
no Galaxy exigem que os arquivos de sequéncia estejam em um formato
fastq especifico conhecido como fastgsanger.

Arquivos no formato fastq (https://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format)
séo constituidos de uma ou mais entradas compostas por 4 linhas, sendo
elas: o identificador da sequéncia e uma descricdo; a sequéncia de nucle-
otideos; o sinal +; e uma sequéncia de caracteres que representa a qua-
lidade de cada nucleotideo. A principal variagéo existente entre arquivos
fastq esta na linha de qualidade da sequéncia, que pode ser computada
subtraindo-se 33 do valor ASCII de cada caractere (tipo Sanger) ou 64 (tipo
Solexa). Os arquivos produzidos por sequenciadores lllumina, como os
utilizados neste documento, possuem valores de qualidade Sanger e para
informarmos ao Galaxy dessa caracteristica, € necessario selecionar a
opgao fastgsanger na coluna type de cada um dos arquivos de sequéncia
conforme a figura Figura 7.

Download data directly from web or upload files from your disk

Name Type Genome Settings

Galaxy2- Avodeledt v | Q[ unspeched ) |v] @
[adrenal 1 fastq] fast:

fastgsanger| Q
- sssnges e

[brain_1 fastq] fastgsange.
0

Galaxy3- [(Awodetect [v] Q [ unspecrearn  [v] @
{adrenal_2 fastq] fastgsan
ger

Galaxys- ((aodewet [v] @ [ unspecieay [z @

brain_
0

= 62M8 [ Awodetect x| Q [ unspechedy [y  #

alaxyl-
LiGenomes_UCSC_hgl8
r mtinl

You added 5 file(s) to the queue. Add more files or click ‘Start o proceed.

Choose local file || Choose FTPfile || PastelFetchdata || Start | Pause | Reset | Close

Figura 7. E imprescindivel selecionar o tipo ‘fastgsanger’ no campo ‘type’ nos arquivos com
extensao .fastq uma vez que as ferramentas reconhecem apenas este formato.

Existem também variagbes nos formatos de arquivos de anotagéo, gtf
(http://www.ensembl.org/info/website/upload/gff.html), e, por seguranca,
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devemos selecionar a opgao gtf na coluna type do arquivo ‘iGenomes
UCSC hg19, chr19 gene annotation’ conforme Figura 8.

Download data directly from web or upload files from your disk

B2MB | fastgsanger [ [ unspecifed (%) [

[adrenal_L fastg] fastgsan
ger

Galaxyd- (tastgsanger [¢] Q[ unspeciiea(r) ||

[orain_1

(tastgsanger [¢] Q[ unspeciiea(r) |+

[adrenal_2 fastq] fastosan
ger

Galaxys- (fastasanger [v] Q[ unspeciied ) |v]

[orain

a Galary1- Adodetet v | Q[ unspecited @ [v]
LiGenomes_UCSC_hgl®

- C—

You added 5 file(s) to the queue. Add more files or click ‘Start’ to proceed.

Choose local file | Choose FTPfile || Paste/Fetchdata | Stat | Pause | Reset || Close

Figura 8. E imprescindivel selecionar o tipo ‘gtf’ no campo ‘type’ nos arquivos com extensdo
.gtf.

Ao clicar no botdo Start os arquivos seréo carregados no Galaxy e apare-
cerao entradas no histérico (Figura 9). Inicialmente elas aparecerao na cor
cinza a qual indica que o comando para carga dos dados foi disparado.
Logo que entrar em execugéo, a entrada mudara sua cor para amarelo.
Ao fim da execugédo a cor mudara para verde em caso de sucesso, ou
vermelho em caso de erro. Cada uma dessas entradas podem ser expan-

Analyze Data

Using 8.2 T8

Tools X History
sewchiods @ Welcome to the
Getbata Laboratério Multiusuario de Bioinformatica Unnamed history
Send Data 0 bytes e e
Lift-Over L4

Text Manipulation

Filter and Sort o f Laboratério
:—‘—9‘:::::'::;:“6”“ %&- Multiusuério de
y ) Bioinformatica

Extract Features

% 3: Galaxy3fadrenal 21 (@ & %

Fetch Sequences e
] tastgsang
Fetch Alignments Em hra
Get Genomic Scores a ::ﬁ'i?‘ahx&m @ (%
tal.fastgsanger
Statistics =
Wavelet Analysis 1 Galaxyz-fadrenal 1ast @ 4 x
GraphiDisplay Data e

Evolution
Motif Tools

Multiple Alignments
EASTA manipulation

Figura 9. Os arquivos carregados aparecem no painel ‘History'. Os itens deste painel tem
cores diferentes indicando os estados: espera (cinza), execugao (amarelo), concluido (verde)
e erro (vermelho).

Regional Variation |
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didas com um clique para obtencdo de informagdes adicionais como pré-
-visualizagao do conteudo, detalhes da execugao e parametros utilizados e
relatério de erros.

2.4. Mapeamento no genoma de referéncia

A ferramenta utilizada para mapear sequéncias de RNA-Seq em um geno-
ma de referéncia se chama Tophat (TRAPNELL et al., 2009). No painel de
ferramentas (Tools) podemos localizar o Tophat usando a busca ou abrir a
categoria NGS: RNA Analysis. Os parametros da ferramenta selecionada
serdo exibidos no painel central conforme a Figura 10.

Analyze Data Usng82 18
jlocs * / Tophat Gapped-read mapper for RNA-seq data (Galaxy Tool Version 0.9) ~ Options || @ Y cad
()
Is this single-end or paired-end data? Unnamed history
Single-end - 334 MB “%®
[ EaTin RNA-Seq FASTQ file 5: Galaxyl] iGenomes U @ 4 x

Cufflinks transcript assembly and

FPKM (RPKM) estimates for RNA- [ Single dataset | ) Multiple datasets | (3 Dataset collection ©SC hq19, chrlg a
nnotation].qgtf
Seqdata. -
4: Galaxy5-{brain_2.fastq] fastgsanger - AT 0
SR T E Wust have Sanger-scaled quality values with ASCII offset 33 =7
‘expression for short read sequence 9 ually values wih A = astgsanger
count using methods appropriate for Use a built in reference genome or own from your history 3: Galaxy3fadrenal 23t @ 4 x
count data
Use a built-in genome - gl-fastgsanger
Workflows Bui-ins genomes were created using default options 2: Galaxya-[brain 1fastqlf @ & %

= All workilows astgsanger
Select a reference genome
1: Galaxy2-adrenal Lfast @ & x
B0s taurus 3.1 - e

Fyour genome of interest is not isted, contact the Gelaxy team

TopHat settings to use

Use Defauits -
You can use the efault settings or set custom values for any of Topha's parameters

Specify read group?

No -

Figura 10. O painel ‘Tools’ contém um campo chamado ‘search tools’ que possibilita localizar
ferramentas.

O primeiro paradmetro a ser configurado no Tophat é o tipo do conjunto

de dados: single-end ou paired-end. Os arquivos carregados séo paired-
-end onde adrenal_1.fastq e brain_1.fastq sdo sequéncias 5' (forward) e
adrenal_2.fastq e brain_2.fastq sdo sequéncias 3' (reverse). Inicialmente
iremos mapear a amostra adrenal indicando os arquivos adrenal_1.fastq
em RNA-Seq FASTQ file, forward reads e adrenal_2.fastq em RNA-Seq
FASTQ file, reverse reads conforme Figura 11. O texto original do exerci-
cio nos informa que a distancia média entre os pares de sequéncias é 110
nucleotideos e essa informagao deve ser informada no campo Mean Inner
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Distance between Mate Pairs.

Todas as outras opgdes serdo mantidas como padrdo exceto o genoma de
referéncia que devera ser selecionado no campo Use a built in reference
genome or own from your history. Como nao foi feito o carregamento de
um genoma de referéncia, devemos selecionar a opgéo Use a built in ge-
nome. Sera exibido um novo campo chamado Select a reference genome
no qual deve ser selecionada a opgao Human (Homo sapiens): hg19. Para
iniciar a execugao desta ferramenta basta clicar no botdo Execute ao final
do painel central. Uma vez concluida a execugéo, serdo gerados 5 novos
arquivos no historico. O Galaxy utiliza um formato especifico para nomear
arquivos de resultados de analise composto pelo nome do programa, os
numeros dos conjuntos de dados e um titulo em caso de multiplos resul-
tados. Os arquivos gerados por meio da execugéo do Tophat terdo nomes

+ o~

Tools - # Tophat Gapped-read mapper for RNA-seq data (Galaxy Tool Version 0.9) ~ Options || @ LRSS =D |
tophat o O

Is this single-end or paired-end data?

NGS: RNA Analysis Unnamed history
e Pairec-end (as individual datasets) - saave G500
RN

RNA-Seq FASTQ file, forward reads [y e PR

i pt assembly and ;

FPKM (RPKM) Wgimates for RNA- | 3 Single datasat | @) Muliple datasets | O Datast collection g:h:ﬂf chr1g a
Seq data e

1: Galaxy2 {adrenal 1 fastq) astgsanger - e -
e e Must have Sanger-scaled quaiy values with ASCIl offset 33 - ik
‘expression for short read sequence g Uty asigsanger
count using methods appropriate for RNA-Seq FASTQ file, reverse reads 3 Galaydfadrenal 2525t @ & x

count daia [ Single dataset | @) Multiple datasets | (3 Dataset collection alfastgsanger
Workflows 3: Galaxya-{adrenal_2 fastq].fastqsanger - 2:Gal brain Liastglf @ ¢ x
|l Must have Sanger-scaled quality values with ASCII offset 33 astqsanger
Mean Inner Distance between Mate Pairs = ":‘:n e Erde
qliastgsanger
110

r/—-mate-inner-dist; This is the expected (mean) inner distance between mate pairs. For, example, for paired end
runs with fragments selected at 300bp, where each end is 50bp, you should set - to be 200. The default is 50bp.

Std. Dev for Distance between Mate Pairs
20

~-mate-std-dev; The standard deviation for the distribution on inner distances between mate pairs. The default is
200p.

Report discordant pair alignments?
Yes -
“no-discordant

Use a built in reference genome or own from your history

Use a buiit-in genome -

Buill-ins genomes were created using default options

Select a reference genome
Human (Homo sapiens): hg19 -
fyour genome of interestis not listed, contact the Galaxy team

TopHat settings to use

Use Defauits -

You can use the default settings or set custom values for any of Tophat's parameters.

Specify read group?

No -

Figura 11. O Tophat é uma ferramenta para mapear sequéncias de RNA-Seq em genomas de
referéncia.
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iniciados por Tophat on data 3 and data 1: titulo, onde titulo pode ser align_
summary, insertions, deletions, splice_junctions e accepted_hits.

Para visualizar o conteudo destes resultados, basta clicar no icone repre-
sentado por um olho no canto superior direito de cada arquivo conforme
Figura 12. O arquivo align_summary, por exemplo, € um relatério do
numero de sequéncias mapeadas e o Dentre os arquivos produzidos pelo
Tophat, o mais importante se chama accepted_hits. Este € um arquivo no
formato .bam (https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf) que contém
todas as informagdes de alinhamento das sequéncias dos arquivos fastq
no genoma de referéncia.

Tools L | Left reads: History [s2-2ui]
e — Input : 50121 o ——
- Mapped 48296 (96.4% of input)
h tools
Searen oo G ) of these: 1343 ( 2.8%) have multiple alignments (11 have >20) L)
Get Data Right r“di;"’ul Unnamed history
Send Data Mapped 45950 (91.7% of input) 14 shown, 1 hidden
e — of these: 1278 ( 2.8%) have multiple alignments (11 have >20) 414MB =%
o 94.6% overall read mapping rate.
Text Manipulation -
Text Manipulation Aligned pairs: 24150 15 Cuffinks ondataloan @ & %
Filter and Sort N . Skij
S EneSen of these: 1254 ( 2.8%) have multiple alignments ddaa 3 Skipped Transerl
Join. Subtract and Group 1204 ( 2.7%) are discordant alignments s
85.7% concordant pair alignment rate.

Convert Formats P g 13: Cufflinks on datal0an @ ¢ x
Extract Features d data 5: assembled transc
Fetch Sequences lipts
Fetch Alignments 12: Cuffinks ondatal0an @ 4 x
Get Genomic Scores d data 5 transcript expres
Statistics sion
Wavelet Analysis 1L Cuffinks ondatal0an @ o | x
GraphiDisplay Data d data 5: gene expression
R 10: Tophatondata3andd @ & ®
Evolution ata 1: accepted_hits
Motit Tools 9: Tophaton data3andda @ & x
Multiple Alignments 18 1; splice junctions
FASTA manipulation 51 Tonhat on data 3 and 4 7

- : Tophat on andda @ & x
NGS: QC and manipulation 1a 1: deletions
NGS: Mapping

) . I:Tophatondata3andda @ 4 x
NGS: RNA Analysis
NGS: RNA Analysis P
NGS: SAM Tools
NGS: Peak Calling e ® | # | x

ata L: align_summary

NGS: Simulation m

Figura 12. O arquivo ‘align summary’, resultante do processamento do Tophat, apresenta um
resumo do numero de reads mapeadas.

2.5. Identificagao de genes e transcritos

A ferramenta utilizada para efetuar a identificacdo de genes e transcritos
por meio da evidéncia de alinhamento de sequéncias de RNA-Seq mapea-
das se chama Cufflinks (TRAPNELL et al., 2010). No painel de ferramentas
(Tools) podemos localizar o Cufflinks usando a busca ou abrir a categoria
NGS: RNA Analysis. Os parametros da ferramenta selecionada serao exibi-
dos no painel central conforme Figura 13.

O primeiro parametro a ser configurado no Cufflinks, SAM or BAM file of
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aligned RNA-Seq reads, é o arquivo de entrada no formato SAM ou BAM.
Como efetuamos o mapeamento da amostra adrenal utilizando o Tophat,
temos apenas uma opgéao a escolher, Tophat on data 3 and data 1: accep-
ted hits. Todas as outras opgoes deverao ser mantidas como padrao exce-
to o parametro Reference Annotation. Neste campo deve ser selecionado o
arquivo de anotagéo ‘iGenomes UCSC hg19, chr19 gene annotation’, para
que o Cufflinks atribua os mesmos identificadores para os genes encontra-
dos por evidéncia de sequéncias de RNA-Seq mapeadas no genoma.

Para iniciar a execugao desta ferramenta basta clicar no botédo Execute
ao final do painel central. Uma vez concluida a execugéao, serao gerados
5 novos arquivos no histérico. Como mencionado anteriormente, o Galaxy

Analyze Data

Tools. £

tophat

NGS: RNA Analysis
Tophat Gapped-read mapper for
RNA-seq data
Cufflinks transcript assembly and
FRKM imates for RNA-
Seqdata

edgeR - Estimate liffierential gene:
‘expression for short Wad sequence
‘count using methods aPiggpriate for
‘count data

Workflows
= All workfiows

Cuffinks (Galaxy tool version 22.1.0) € [ad

SAM or BAM file of aligned RNA-Seq reads:
| 20: Tophat on data 3 and data 1: accepted_hits v

Max Intron Length:
300000

ignore alignments with gaps longer than this
Min Isoform Fraction:

01

suppress transcripts below this abundance level
Pre MRNA Fraction:

015

SUppress intra-intronic transcripts below this level

Use Reference Annotation:

Use reference annotation as guide ¥

Reference Annotation:
| 5: Galaxy1{ iGenomes_UCSC_hg19, chrig_gene_annotation)gif v |
Gene annotation dataset in GTF of GFF3 format

3prime overhang tolerance:
600
The number of bp allowed to overhang the 3prime end of a reference transcript when determining if an assembled
transcript should be merged with it e, the assembled transcript is not novel). The default is 600 bp.
Intronic overhang tolerance:
50
The number of bp allowed to enter the intron of a reference transcript when determining if an assembled transeript
should be merged with it (ie, the assembled transcript is not novel). The defauilt is 50 bp.
Disable tiling of reference transcripts:
No v
This option disables tiling of the reference transcripts with faux reads. Use this if you only want to use sequencing reads
in assembly but do not want to output assembied transcripts that lay within reference transcripts. Al reference transcripts
in the input annotation will also be included in the output
Perform Bias Correction:
No v
Bias detection and correction can significantly improve accuracy of transcript abundance esiimates,
Use multi-read correct:
No v
Tells Cufflinks to do an initial estimation procedure to more accurately weight reads mapping to multiple locations in the
genome.
Apply length correction:
| cutfinks Effeciive Length Correction v
Mode of length normalization to ranscript FPKM

Set advanced Cufflinks options:

No v

History

Unnamed history
33.4MB e e

% 10: Tophaton data 3an | & x
d'data 1: accepted hits

7 9:Tophaton data3and | @ & | x
data 1: splice junctions

2 8:Tophaton data3and (@ ¢ %
data 1: deletions

% 7: Tophat on data 3and | @ & x
data 1: insertions

7 6:Tophaton data3and (@ & %
data1: align summary

5:Gal iGenomes U @ & x
CSC hg19, chrig a
nnotation.gtf

2.Gal brain 2fastll @ & %
astgsanger

3:Gal adrenal 2.fast
dlfastgsanger

2:Gal brain Lfastall @ & x
astgsanger

L Galaxy2-fadrenal Lfast @ & X
qlfastgsanger

@ & x

Figura 13. O Cufflinks € uma ferramenta para identificagcdo de genes e transcritos por meio da
localizagéo das sequéncias de RNA-Seq no genoma de referéncia.
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ira criar arquivos com nomes especificos, iniciados por Cufflinks on data
20 and data 5: titulo, onde titulo pode ser Skipped Transcripts, assembled
transcripts, transcript expression e gene expression.

Para visualizar o conteudo destes resultados, basta clicar no icone repre-
sentado por um olho no canto superior direito de cada arquivo conforme
Figura 14. Dentre os arquivos produzidos, o mais importante se chama
assembled transcripts. Este € um arquivo no formato .gtf que contém as
informagdes dos transcritos encontrados.

Para visualizar o conteudo destes resultados, basta clicar no icone repre-
sentado por um olho no canto superior direito de cada arquivo conforme
Figura 14. Dentre os arquivos produzidos, o mais importante se chama
assembled transcripts. Este € um arquivo no formato .gtf que contém as
informacdes dos transcritos encontrados.

Analyze Data.

Tool: 1 Histe [sX- 2l
ools L SegnameSource  Feature  Start End ScoreStrandFrame Attributes istory =
chrl9  Cufflnks transeript 60851 70966 1 - ‘gene_id "WASHSP"; transcript_id "NR_033!
search tools o chrig  Cuffinks  exon 60951 61894 1 (gene_id "WASHSP"; transcript_id "NR_033: )
Get Data chrl9  Cuffinks  exon 66346 66499 1 gene_id "WASHSP"; transcript_id "NR 033! | unnamed history
Send Data chrlg  Cuffinks  exon 70828 7086 1 ‘gene_id "WASHSP"; transcript_id "NR_033; | 14 shown, 1 higden
Tt chrl9  Cuffinks  tanscript 76220 77690 1 ‘gene _id "FAM138F"; transcriptJd "NR_026 | 41 4 wg 2%
e chrld  Cuffinks  exon 6220 76783 1 ‘gene_id "FAM138F"; transcript_iONYR_026
Text Manipulation :
chrld  Cuffinks  exon 76886 77000 1 gene_id "FAM138F"; transcript_id "Niyg26 | | 13:Cufflinksondata10an @ & X
Elterénd son hrio  Cufflinks T30 7E0 1 . id "FAML36F", wanseript 1d N .data 5: Skipped Transcrl
Join, Subtract and Group e inks - exon HEES I ts
19 Cuffinks  tanscrpt 110679 111586 1+ gene_id "OR4FL7", ranscript_id "NM_O
Convert Formats T O 13: Cufflinks on data10a
Extract Featu chrl9  Cufflinks  exon 110679 111596 1+ . \gene_id "OR4F17"; transcript_id "NM_0010 m @ & x
act Features :
chrl9  Cuffinks transcript 305575 344791 1 gene_id - transcript_id "NM_017551 | Assembled g
Fetch Sequences N . scripts
chrl9  Cuffinks  exon 305575 306711 1 transcript_id "NM_017551
Fetch Alignments it id " 12: Cufflinks on data 10 an
chrl9  Cuffinks  exon 307119 307636 1 transcript_id "NM_01755/ | 1Z:Cuflinksondatal0an @ & x
AR : pt expr
Get Genomic Scores orle  Cufinks  exon 308577 308665 1 i transcript_id "NM_01755/ :.::hs franscript expres
Statistics chrig  Cuffinks  exon 308801 308925 1 aene id "MIER2": transcrint id "NM 017551

Figura 14. O arquivo ‘assembled transcripts’, produzido pelo Cufflinks, contém a localizagéo
dos transcritos e seus exons.

2.6. Organizacgao do histérico

Os nomes automaticamente gerados pelo Galaxy, apesar de indicarem
com precisao a ferramenta e o conjunto de dados que foram utilizados,
nao contém o nome original da amostra. A medida que executarmos essas
ferramentas para amostras adicionais, iremos nos deparar com um histé-
rico poluido visualmente, que pode nos levar a cometer erros no agrupa-
mento de amostras em etapas posteriores da analise.

Uma solugao para este tipo de problema é renomear os arquivos de
resultados. Para isso basta clicar no icone representado por um lapis
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1 o~
u=b = Attributes | ComvertFormat  Dataype  Pemissions [Etory c&D
search tools <] %)
Edit Attibutes
Get Data Unnamed history
S — Name: 14 shown, 1 hidden
» Tophat on data 3 and data 1: accepted_
Lift-Over -
Text Manipulation Info:
Filter and Sort Log: tool progress :
Join, Subtract and Group Log: tool progress
e Annotation / Notes:
Exiract Features
Eeteh Sequences .
4 © 22: Cufflinks on data 20 | @ 4| x
Fetch Alignments Add an annotation or notes o a dataset, annotations are available when a history is viewed 2nd gata §: transeript expr
Get Genomic Seores DatabaselBuild: ession
Statistics .
) Human (Homo sapiens): hgl9 v @ 2L Cuffinksondata20 @ &% -
Wavelet Analysis and data 5: gene expressio
GraphiDispiay Data save n :
Regional Variation e 4 20: Galaxyabrain 108 @ | & x| -
Evolution to-detect stqlbam )
; This wil inspect the dataset and attempt to correct the above column values if they are not accurate.
Mot Tools 110 Tophatondatadan @/ x| -

Figura 15. Cada item do painel ‘History’ contém um icone de um lapis que permite alterar
informagdes ou formatos e incluir anotacdes. Um dos principais arquivos gerados pelo Tophat
se chama ‘tophat on data 3 and data 1: accepted hits’. Recomenda-se renomear este arquivo
para conter o nome da amostra (eg. adrenal.bam).

contido em cada entrada do painel historico (History). Como informado
anteriormente, o principal resultado do Tophat é o arquivo accepted_hits

e do Cufflinks, assembled transcripts. Devemos editar os atributos destes
arquivos para que os nomes contenham o nome da amostra e sua iden-
tificagédo seja imediata ao busca-los no painel historico (History). Desta
forma, o arquivo do Tophat, accepted_hits, passaria a se chamar adrenal.
bam (Figura 15) e o arquivo do Cufflinks, assembled transcripts, adrenal.gtf
(Figura 16).

~_ Galaxy Analyze Data

S ~
Tools = || Ambutes | comertFormat Daaype  Permissions History Hm
search tools [x)
Edit Attributes
Get Data Unnamed history
Send Data NE'“‘:: 23 shown, 2 hidden
Litover Cufflinks on data 10 and data 5: assembl s Z®e
Text Manipulation : .
Text Manipulation Info: © 25 Culinks ondata20 @ 4 x
Filter and Sort cuflinks v2.2.1 = and data 5: Skipped Trans
Join, Subtract and Grou cuflinks -q -no-update-check -1 4 cripts
Convert Formats Annotation I Notes: © 23: Galaxy4brain Lla @ & x
Extract Features jstal.qtt
Eetch Sequences
Eetch Sequences 4 @ 2z Cufflinks on data 20 (@ & %
Fetch Alignments Add an annotation or notes 0 a dataset, annotations are available when a history is viewed and data 5: transcript expr
Get Genomic Scores Database/Build: ession
Statistics Human (Homo sapiens): hg19 v O 2L Cufflinks on data 20 @ 4 %
Wavelet Analysis and data 5: gene expressio
GraphiDisplay Data Number of comment lines: n
Regional Variation % 20 Galaxyd-{brain 1Lfa (@ & x
Evolution stglbam |
Motif Tool save
R 4% 19; Tophaton datadan @ ¢ %
Multiple Alignments Auto-detect d data 2: splice junctions
FASTA manipulation ‘This will inspect the dataset and attempt to correct the above column values if they are not accurate. {718 Tophatondatadan @ 2 x
NGS: QC and manipulation d data 2: deletions,

Figura 16. Um dos principais arquivos gerados pelo Cufflinks se chama ‘cufflinks on data 10
and data 5: assembled transcripts’. Recomenda-se renomear este arquivo para conter o nome
da amostra (eg. adrenal.gftf).

23
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2.7. Workflows

Em um experimento tradicional de analise de dados de RNA-Seq sédo ana-
lisadas varias bibliotecas. Cada uma dessas bibliotecas precisa ser ma-
peada no genoma de referéncia (sessao 2.4) e, posteriormente, utilizar os
dados de mapeamento para identificagdo dos transcritos (sesséo 2.5). O
Galaxy possibilita a execugéo automatizada dessas etapas da analise para
cada uma das bibliotecas, garantindo que sejam utilizados exatamente os
mesmos parametros.

Os workflows podem ser acessados a partir do item ‘Workflow’ na barra de
menu superior, sendo possivel gerencia-los: criar novos, alterar, excluir ou
importar. Para criar um workflow, o Galaxy oferece uma interface grafica
que possibilita inserir as diferentes ferramentas que compdem determinada
analise, e conecta-las. Também é possivel criar um novo workflow a partir
de um histdrico.

Para criar um novo workflow a partir de um histérico basta clicar na engre-
nagem no canto superior do painel histérico (History) e selecionar a opgéo
‘Extract workflow’ conforme a Figura 17. No painel principal serdo exibidos
todos o itens do histérico, possibilitando eliminar arquivos de entrada ou
programas antes de criar o workflow (Figura 18). Existe um campo chama-
do ‘Workflow name’ que nos possibilita atribuir um novo nome ao workflow
que sera criado. Iremos colocar o nome TophatAndCufflinks para identificar
o workflow que contém as analises executadas no nosso histérico (Tophat
e Cufflinks). Para prosseguir, devemos clicar no botao ‘Create workflow'.

No painel central sera exibida uma tela de resultado da criagdo do work-
flow (Figura 19) com duas opc¢des ‘edit’ e ‘run’, para editar ou executar o
workflow recém criado, respectivamente. Antes de executar, iremos editar
o workflow para nos certificarmos das etapas e parametros desta analise.
Para editar o workflow basta clicar no link ‘edit’.

Na tela de edicdo de workflows serdo exibidas caixas representando arqui-
vos de entrada ou ferramentas conforme o que havia sido executado no
painel History (histérico) Figura 20 ilustra tal situacao. As caixas identifica-
das por Input dataset representam os arquivos de entrada e sao exibidas 5
caixas representando os 5 arquivos que foram carregados (sessao 2.3). As
analises que efetuamos (sessdes 2.4 e 2.5) processaram apenas 3 arqui-
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Tools. £ A
search tools [x)
Get Data

Text Manipulation
Filter and Sort

Join, Subtract and Group
Convert Formats

Extract Features

Fetch Sequences

Fetch Alignments

Get Genomic Scores
Statistics

Wavelet Analysis
GraphiDisplay Data
Regional Variation
Evolution

Motif Tools

Multiple Alignments
FASTA manipulation

NGS: QC and manipulation
NGS: Mapping

NGS: RNA Analysis

Welcome to the

Laboratério Multiusuario de Bioinformatica

Laboratério
Multiusuério de
Bioinformatica

:pa

Jsicy] CopyHisoy
ddatal Copy Datasets

IpSy Share or Publish

13: cu

doatal pataset Security

PG | pecume Paused Jobs
12:Cul  cCollapse Expanded Datasets
;’i"::'a1 Unhide Hidden Datasets

Delete Hidden Datasets

: |
2

Purge Deleted Datasets

ddatal
Show Structure
20: T8 Export Citations
atale
Export 1o File
S:Topk  pejere
talisp
Delete Permanently
BiTopE  o7hER ACTIONS
BLde o from Fiie
7:Tophatondata3andda @ # %
1a 1: insertions

Figura 17. No topo do painel ‘History’ ha um icone de uma engrenagem que permite acessar
configuragdes deste painel. Dentre as opgdes disponiveis, a ‘Extract Workflow’' permite criar
um passo a passo das analises executadas.

Tools Y
search tools )

Get Data
Send Data

Lift-Over

Text Manipulation
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Join, Subtract and Group
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VCF Tools

Metagenomic Analyses
NGS: VCF Tools
NGC: BCF Tools
Eunctional Analysis
NGS: GATK
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Interproscan functional predictions of
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Workflows
= All workfiows

The following st contains each tool that was run to create the datasets in your current history. Please select thase that you wish
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Tools which cannot be run interactively and thus cannot be incorporated Into a workfiow will be Shown in gray.
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Upload File

(This
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Uplozd File
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Upload File
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 Include "Tophat” in workfiow
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) Include "Cuffinks" in workfiow

v
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 Treat as Input dataset
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History [s2 - Jul
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24 shown, 1 hidden

414MB o e
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d data 5: Skipped Transcri

Bt

13 Cuinksondataloan @ | x
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ot

12 Cuffiinks ondatal0an @ & x
ddata 5 transcript expres
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11: Cuffiinksondatal0an @ & x

d data 5: gene expression

 Treat as input dataset

4: Galaxys-[orain_2.fastq]fastqsanger

 Treat as input dataset

5: Galaxyl-

[ IGenomes_UCSC_hg1s, chrl9_gene annotation].gtf

I Treat as input dataset

6: Tophat on data 3 and data 1: align_summary
7: Tophat on data 3 and data 1: insertions

8: Tophat on data 3 and data 1: deletions

9: Tophat on data 3 and data 1: splice Junctions

10: Tophat on data 3 and data 1: accepted_hits

11: Cufflinks on data 10 and data 5: gene expression

12: Cufflinks on data 10 and data 5: transcript

expression
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transcripts.

10 dandd @ & x
ata 1: accepted hits

9:Tophatondata3andda @ & x
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8:Tophatondatadandda @ & %
1a1: deletions

7:Tophaton datadandda @ & X
tal: insertions
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3:Galaxy3{adrenal 2fast @ £ %
gl fastgsanger

2:Galaxya{brain Lfastqll ® & %
astgsanger

L Galaxy2{adrenal Lfast @ & X
dlfastgsanger

Figura 18. Ao criar um ‘workflow’ a partir dos itens do painel ‘History’ é possivel selecionar

itens.
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vos (‘adrenal_1.fastq’, ‘adrenal_2.fastq’ e ‘iGenomes UCSC hg19, chr19
gene annotation’), desta forma, apenas 3 caixas estdo conectadas nas
caixas de ferramentas Tophat e Cufflinks. Em outras palavras, para efetuar
as analises de mapeamento e identificagdo de transcritos precisaremos
apenas de 3 caixas Input dataset e, portanto, podemos eliminar as caixas

Tools. L

search tools o

Get Data

Send Data
Lift-Over

Text Manipulation
Filter and Sort

Join, Subtract and Group
Convert Formats
Extract Features

Fetch Sequences

Analyze Data.

I o Workflow "TophatAndCuflinks” created from current history. You can edit or un the worklow.

Using 82 TB
History fs2 - Jui
(=)
Unnamed history
14 shown, 1 hidden
414MB ¥ % e

15: Cuffiinks on data 10an @ & x
d data 5: Skipped Transcri

pis

13: Cuffiinks on data 10an @ & x
d data 5: assembled transc

ripts

Figura 19. Apos a criagdo de um ‘workflow’ por meio da ferramenta ‘Extract Workflow' pode-
mos edita-lo ou executa-lo.
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Statistics

Wavelet Analysis
Graph/Display Data
Regional Variation
Evolution

Motif Teols

Multiple Alignments
FASTA manipulation

NGS: QC and manipulation
NGS: Mapping

NGS: RNA Analysis

NGS: SAM Tools

NGS: Peak Calling

NGS; Simulation
Phenotype Association
VCE Tools

NGS: Picard

Metagenomic Analyses
NGS: VCF Tools

NGC: BCF Tools
Functional Analysis

NGS: GATK

SNV analysis

Interproscan functional predictions of

‘ABEe Infarnraeran functional

Input dataset x
output
Input dataset x
output
Input dataset %
output
Input dataset %
output
Input dataset %
output

Tophat

RNA-Seq FASTQ fll, forward
reads

RNA-Seq FASTQ fle, reverse
reads

align_summary (<)
fusions (tabular)
insertions (bed)
deletions (bed)
junctions (bed)
‘accepted_hits (bam)

unmapped (bam)

Cufflinks

SAM or BAM file of aligned RNA-Seq
reads

Referance Annotation

‘Global model (for use in Trackster)
genes_expression (tabular)
transcripts_expression (tabular)
assembled_isoforms (gt
total_map_mass (ix)

skipped (gtf)

Annotation I Notes:
Describe or add nofes to workfiow
Add an annotation or notes to a
workflow; annotations are available
when & workflow is viewed.

Figura 20. A ferramenta grafica de edi¢éo de ‘workflows’ possibilita inserir ou excluir itens,
bem como acessar seus parametros. Neste exemplo, gerado automaticamente por meio

da fungao ‘Extract Workflow', pode-se perceber que existem itens que néo estao ligados e,
portanto, podem ser excluidos.
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que nao estdo ligadas a lugar algum. Dessa forma, teremos um workflow
que representa a analise de mapeamento e identificacao de transcritos que
€ constituida de 3 arquivos de entrada e as ferramentas Tophat e Cufflinks.

Ao clicar em qualquer caixa do workflow temos acesso aos parametros no
painel do lado direito chamado ‘Details’ (Detalhes) conforme a Figura 21.
Se selecionarmos a ferramenta Tophat, por exemplo, podemos observar
que 0s mesmos parametros utilizados anteriormente (sesséo 2.4) ja estdo
selecionados.

Workflow Canvas | TophatAndCufflinks

Details

Text Manipulation
Filter and Sort

Join, Subtract and Group
Convert Formats

Extract Features

Fetch Sequences

Eetch Alignments

Get Genomic Scores

Statisties
Wavelet Analysis
Graph/Display Data
Regional Variation
Evolution

Motif Tools

Multiple Alignments.
FASTA manipulation

NGS: QC and manipulation
NGS: Mapping

NGS: RNA Analysis

NGS: SAM Tools

NGS: Peak Calling

NGS: Simulation
Phenotype Association
VCE Tools

Input dataset

output

Input dataset

output

%

Tophat

RNA-Seq FASTQ fll, forward
reads

RNA-Seq FASTQ fle, reverse
reads

align_summary (i)
fusions (tabular)
insertions (bed)
deletions (bed)
junctions (bed)

accepted_hits (bam)

unmapped (bam)

Input dataset x

output

Cufflinks

SAM or BAM file of aligned RNA-Seq
reads

Reference Annotation

Glabal model (for use in Trackster)
genes_expression (tabular)
transcripts_expression (tabular)
assembled_isoforms (gt)
total_map_mass (ixt)

skipped (gt)

Tool: Tophat

Version: 0.9

Is this single-end or paired-end
data?:

Paired-end (as individual dati v

RNA-Seq FASTQ file, forward
reads

Data input ‘inputt’ (fastgsanger)
RNA-Seq FASTQ file, reverse reads
Datainput input? (fastgsanger)
Mean Inner Distance between Mate
Pairs: v

110

Std. Dev for Distance between
Mate Pairs: v

20

Report discordant pair
alignments?: v

Yes v

Use a built in reference genome or
‘own from your history:

Use abuitngenome v
Select a reference genome: v

Human (Homo sapiens): hgl v
TopHat settings to use:

Use Defaults v
Specify read group?:

No v

Figura 21. Ao selecionar o item Tophat, pode-se observar que todos os seus parametros séo
exibidos no painel ‘Details’.

No painel Details é possivel também incluir uma etapa para renomear os
arquivos de resultado, eliminando a necessidade de fazé-la manualmen-
te como na sessao 2.6. Para isso, devemos rolar até a sesséo Edit Step
Actions e selecionar Rename Dataset (Figura 22). Logo abaixo, devemos
selecionar o arquivo de resultado a ser renomeado, neste caso accep-
ted_hits, e clicar no botdo Create. Sera exibida um novo campo chamado
Rename Dataset on accepted_hits que nos permite inserir uma expres-
sdo que renomeia o arquivo utilizando o nome do arquivo de entrada.

No Tophat, os arquivos de entrada se chamam input1 e input2, conforme
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exibido abaixo da caixa New output name em Available inputs are. Para
utilizar esses nomes, devemos utilizar a seguinte notagéo: #{input1} ou
#{input2}. O Galaxy permite ainda nos livrarmos da extens&o do arqui-

vo usando o parametro |basename. Desta forma, ao utilizar a notagcao
#{input1|basename} em um arquivo chamado brain_1.fastq, obteriamos o
resultado: brain_1.

Tools 2 | Workilow Canvas | TophatAndCuiflinks & | Details
Edit Step Actions
Input dataset x Tophat
Get Data Rename Dataset v
output RNA-Seq FASTQ file, forward
Send Data accepted_hits v || Create
reats. [~ e
Lift-Over
- R Dataset
Toxt Manipulation Input dataset x RNA-Seq FASTQ file, reverse EETEE
reads on accepted_hits =
Filter and Sort output
Join, Subtract and Group align_summary () New output name:
Convert Formats fusions (tabular) #{inputl|basename}.ban
Extract Features. insertions (bed) Available inputs are:
S — singlePaired[inputl,
deletions:(bed) singlePaired|input2

Fetch Alignments

Get Genomic Scores junctions (bed)

This action will rename the resuit

accepted_hits (bam) dataset. See the wiki for usage

Statistics
information.
Wavelet Analysis unmapped (bam)
GraphiDisplay Data Add actions to this step; actions are
Roglonal Variation applied when this workfiow step
Regional Variation
completes.

Evolution

Cuffinks x
i Edit Step Attributes
Muitiple Alignments SAM or BAM file of aligned RNA-Seq

reads Annotation [ Notes:
FASTA manipulation
NGS: QC and manipulation nput datzset x Reference Annotation
NGS: Mapping output Global model (for use in Trackster) y
NGS: RNA Analysis gones.expression Gabulan A an annotaion or Notes 0 his
NGS: SAM Tools step; annotations are available

transcripts_expression (tabular) s views
NGS: Peak Calling Ints._expr « ) when a workflow is viewed.
NGS: Simulation ‘assembled_isoforms (gtf) Tophat Overview
Phenotype Association total_map_mass (tx) TopHatis a fast splice junction mapper for
VCE Tool RNA-Seq reads. It aigns RNA-Seq reads
st ‘skipped (gt) to mammalian-sized genomes using the
NGS: Picard ultra hiah-throuahout short read alianer

Figura 22. No painel ‘Details’ é possivel incluir um passo adicional para renomear o arquivo,
de forma que ele contenha o nome da amostra.

Iremos renomear alguns arquivos de entrada da mesma forma que fize-
mos na sessdo 2.6. O arquivo de resultados accepted_hits produzido pelo
Tophat sera renomeado para #{input1|basename}.bam ao incluirmos esta
expressao dentro do campo New output name.

O mesmo deve ser feito para o arquivo de resultado assembled_transcript,
utilizando a notagao #{input|basename}.gtf, na caixa do Cufflinks (Figura
23).

Detalhes a respeito das possibilidades de utilizagdo da ferramenta Rename
Dataset podem ser obtidos em:

https://wiki.galaxyproject.org/Learn/AdvancedWorkflow/variablesEdit?action
=showd&redirect=Learn%2FAdvancedWorkflow%2FVariables.
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Ao final, basta clicar no icone representado por uma engrenagem no canto
direito superior do painel central e clicar em Save. Uma boa pratica é clicar
em Save varias vezes ao longo da edicdo do workflow. Para executar este
workflow, basta clicar na engrenagem e depois em Run (Figura 23).

Na tela de execugao de workflow (Figura 24) serdo exibidos todos os pas-
sos do workflow, sendo que os campos referentes a arquivos de entrada
de dados, Input dataset, deverao ser utilizados para indicar os arquivos
que serao processados. Como ja executamos as amostras adrenal, de-
vemos selecionar as amostras brain. No primeiro Input Dataset devemos
selecionar brain_1.fastq, no segundo brain_2.fastq e no terceiro o arquivo
de anotagao 'iGenomes UCSC hg19, chr19 gene annotation'. Para execu-
tar basta clicar no botao Run workflow.

Tools. Workflow Canvas | TophatAndCufflinks
Input dataset x Tophat

Get Data

Send Data output RNA-Seq FASTQ file, forward
o reads

Lift-Over

Text Manipulation Input dataset * RNA-Seq FASTQ file, reverse
. reads

Filter and Sort output

Join, Subtract and Group align_summary (o)

Convert Formats fusions (tabular)

Extract Features
Fetch Sequences

Fetch Alignments
Get Genomic Scores

Statistics

Wavelet Analysis
GraphiDisplay Data
Regional Variation
Evolution

Motif Tools

Multiple Alignments
FASTA manipulation
NGS: QC and manipulation
NGS: Mapping

NGS: RNA Analysis
NGS: SAM Tools

NGS: Peak Calling
NGS: Simulation
Phenotype Association
VCF Tools

insertions (bed)
deletions (bed)
junctions (bed)
accepted_hits (bam)

unmapped (bam)

Input dataset x

output

Edit Atirbutes
Auto Re-layout
Close

Cufflinks

SAM or BAM file of aligned RNA-Seq
reads

Reference Annotation

Global model (for use in Trackster)

gones, exprossion tabuian 1 (
‘ranscripts_expression (tabular)

|
assembled_isoforms (gtf) |
fotal_map_mass () :

skipped (g1)

expresson T
e

| -ename Dataset
on assembled_isoforms

New output name:
#(inputjoasename}. gt

Available inputs are: input,
reference_annotationjreference_ann
global_model

“This action will rename the result
dataset. See the wiki for usage
information.

Add actions to this step; actions are
applied when this workfiow step
completes.

Edit Step Attributes.

Annotation  Notes:

.
Add an annotation or notes (o this
step; annotations are avaiiable
when a workflow is viewed
Cufflinks Overview
Cuffinks assembles transcripts, estimates
their abundances. and tests for differential

Figura 23. No icone de engrenagem disponivel no painel central € possivel gravar e executar

o ‘workflow'.
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Analyze Data

Using 82 T8

Tools R N ) N History cal
Running workflow "TophatAndCufflinks Expand All || Collapse
search tools )
Step 1. Input dataset
Get Data . Unnamed history
Sond Data Input Dataset [ 14 shown, 1 hidden
Littover [ 2: Galaxya-[orain_t fastq] festgsanger v RO = ®®
Text Manipulation 15: Cuffiinks on datal0an @ & x
Filter and Sort o7 oo d data 5: Skipped Transcri
Step 2: Input dataset
Join, Subiract and Group A [ pts
Convert Formats Input Dataset | 13:Cuffinksondataloan @ 4 x
Extract Features | 4: GalaxyS-[brain_2 fastg].fastgsanger v d data 5: assembled transc
Fetch Sequences ripts.
Fetch Alignments 12: Cufflinks on datal0an @ & x
Get Genomic Scores Step 3: Input dataset R
Statisties slon
. Input Dataset [
Wavelet Analysis 1:Cuffiinks ondatal0an @ & x
r——— | 5: Galaxy1-[ iGenomes_UCSC_hg19,_chrig_gene_annotationgit v | e
Regional Variation 10: Tophatondata3andd @ & x
Evolution ata 1: accepted_hits
» Step 4: Tophat (version 0.9)
e 9:Tophatondata3andda @ & x
Multiple Alignments. Sten 5: Cufinks (version 2.2.1.0) ta1: splice junctions
FASTA manipulation
—— 8:Tophatondata3andda @ & x
NGS: OC and manipulation Send resuits to a new history tal: deletions
NGS: Mapping
§ - 7:Tophatondata3andda @ & x
DaYEE tal:insertions

lflfﬁa;5~"24. Ao executar um ‘workflow’ sera exibido um formulario para selecionar os arqui-
vos de entrada. Pardmetros podem ser alterados ao clicar na barra de titulo de cada passo
(bege).

2.8. Construgao do transcriptoma de referéncia

Nesta etapa da analise iremos criar um transcriptoma de referéncia por
meio da unido dos transcritos encontrados nas amostras adrenal e brain.
Para recapitular, o arquivo .gtf de transcritos da amostra adrenal foi obtido
por meio da execugao do Tophat (sesséo 2.4) e do Cufflinks (sess&o 2.5)
e os da amostra brain foi obtido por meio da execugao do Tophat e do
Cufflinks dentro do workflow (sesséo 2.7).

A ferramenta utilizada para unir os arquivos de transcriptoma se chama
Cuffmerge (TRAPNELL et al., 2010). No painel de ferramentas (Tools)
podemos localizar o Cuffmerge usando a busca ou abrir a categoria NGS:
RNA Analysis. Os par@metros da ferramenta selecionada serdo exibidas
no painel central conforme a Figura 25.

O primeiro parametro a ser configurado no Cuffmerge é o de selegéo

dos arquivos gerados pelo Cufflinks: GTF file(s) produced by Cufflinks.
Deveréo ser selecionados os arquivos de transcritos adrenal.gtf e brain.gtf
(segurar o CTRL para selecionar multiplos arquivos).

O Cuffmerge possibilita anotar os transcritos encontrados com informa-
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¢des de um transcriptoma de referéncia. Para isso, iremos selecionar Yes
em Use reference annotation e selecionar o arquivo de anotacao 'iGeno-
mes UCSC hg19, chr19 gene annotation' no campo Reference Annotation.
Todas as outras opgdes serdo mantidas como padrao. Para executar o
Cuffmerge basta clicar no botao Execute.

Analyze Data Using 82 T8
2 ~
s ) /& Cuffmerge merge together several Cuffinks assemblies (Galaxy Tool Version 2.2.1.0)  ~ Ogtions || @ History cal
cuffmerge [x) [x)

GTF file(s) produced by Cuffiinks
Unnamed history

23 shown, 2 hidden

NGS: RNA Analysis

T T 25: Cuffinks on data 20 and data 5: Skipped Transcripts

23 Galaxy4-{orain 1 fastg].gif

- I
Cuffinks assemblies 15: Cufinks on data 10 and data 5: Skipped Transcripts 487 MB =% e
-
Workflows S ERSTE s 25: Cufflinks on data20an @ 4 x
. Additional GTF Inputs (Lists) d data 5: Skipped Transcri
+ Insert Additional GTF Inputs (Lists) s
2 rain 185t @ & x
Use Reference Annotation alatt
Yes M 22: Cufflinks on data20an @ & x
d data 5: transcript expres
Reference Annotation sion
[ D Single dataset | @ Multiple datasets | [ Daaset colection 21 Cutfinks on data 20an @ 4 x
d data 5: gene expression
5: GalaxyL-[ iGenomes_UCSC_hg19, chri9_gene_annotation] gt -
Requires an annotation file in GFF3 or GTF format. 20: rain_1.fast @ & x
al.bam
Use Sequence Data
19: Tophaton datadandd @ & x
No M ata 2 splice junctions

Use sequence dala for some optional dlassiication funcions, including the addition of the p_id aftibute required by

Cuftif 18: Tophatondatadandd @ & x

ata 2 deletions
Minimum isoform fraction

17:Tophatondatadandd @ 4 x

0.05 ata 2: insertions
Discard isoforms with abundance below this value 16: Tophatondatadandd @ 4 X
ata 2: align_summary
15: Cufflinks ondata10an @ 4 X
[ crecreCumnee B
ots.

Figura 25. A ferramenta Cuffmerge possibilita gerar um arquivo de transcriptoma contendo
transcritos encontrados em todas as amostras e também anota-los por meio de um transcrip-
toma de referéncia.

2.9. Analise de expressao diferencial

Nesta etapa da analise iremos quantificar o nUmero de reads de RNA-Seq
que foram mapeadas nos transcritos que constituem nosso transcriptoma
de referéncia (sesséo 2.8) e efetuar o calculo para identificagao de expres-
sao diferencial entre as amostras.

A ferramenta utilizada para fazer a analise de expressao diferencial se
chama Cuffdiff (TRAPNELL et al., 2010). No painel de ferramentas (Tools)
podemos localizar o Cuffdiff usando a busca ou abrir a categoria . Os
parametros da ferramenta selecionada seréo exibidas no painel central
conforme a Figura 26.

31
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Y ~
Tools - /& Cuffaif for find significant changes in transcript expression, Spicing, | Options || @ History 52 gul
and promoter use (Galaxy Tool Version 0.0.7)
cuffdiff [x) Q)
Filter and Sort Transeripts Unnamed history
GFF [T Single dataset | @) Muliple datasets | (3 Dataset collection R E AT
Fiter GTF data by attribute values 48T ME v e
26: Cuffmerge on data 13, data 23, and data 5: merged transcripts -
NGS: RNA Analysis A transcript GFF3 or GTF file produced by cuinks, cuficompare, or other soUrce. 2:Cufimergeon data  |@ | £ | %
CUtdif find Significant changes in ondit 1, :“‘“ 23, and data 5: me
‘ranscript expression, spiicing, and ondition roed ranscripts
promoter use 1: Condition 25: Cufflinks on data 20an @ 4 x
Cuffdiff MDS Plot MultiDimensional Name d data 5: Skipped Transcri
i i pis
Scaling (MDS) plot from cufidift po—
read_group_tracking - T 7
Cufidata cummeRbund DB Create Replicate algt
CummeRbund database: .
1: Replicate 22: Cufflinks ondata20an @ 4 x
Cufidata datasets history datasets Add replicate d data5: transcript expres
from Cuffdif output sion
| D Single daiaset | &) Multiple daiasets | (3 Dataset collection =
Curiff for cummeRbund find 2 Cuffinks ondata 20an @ 4 x
Significant changes in transcript 10: adrenal.bam M d data 5: gene expression
expression, splicing, and promoter
use 20 w@in Liast  ® 4 x
+ Insert Replicate T
10: Tophaten datadandd @ & x
2: Condition ata2: splice junctions
Name 18: Tophaton datadandd @ & x
Brain ata2: deletions
Replicate 17: Tophaton datadandd @ & x
ata2: insertions
1: Replicate
‘Add repicate 16: Tophatondatadandd @ £ x
ata2: align_summary
| O single dataset | & Multiple daiasets | (3 Dataset collection
15: Cufflinks on data 10an @ & x
20: Galaxyd-{brain_1 fastg] bam - d data5: Skipped Transcri
pts
F insert Replicnts 13: agrenaLgrt 7l
12: Cufflinksondata 10an @ # x
<+ Insert Condition d data 5: transcript expres
sion
Optional: treat samples as a time-series [Disable]
1L:Cuffinks ondatal0an @ 4 X
Yes [No | d data 5: gene expression
Instructs Cuftdifto analyze the provided samples as  time Series, rather than testing for difierences between all
pairs of samples. Samples should be provided in increasing fime order at the command fine (e. frst time point SAM 10: adrenal.bam ®F %
second timepoint SAM, etc.)
9: Tophat on data 3 and da
Library normalization method {n 3z spiice junctions &2
geometric T & Tophatondatadandda @ # x
Dispersion estimation method fal: deletions
pooled - 7:Tophaton data3andda @ & x
. — — tal: insertions
17 uSing only one sample per condition, you MuSE use Bind.
False Discovery Rate G:Tophatondatadandda @ 4 x
1a1: align summary
0.05
5:Gal iGenomes U @ 4 x
The allowed false discovery rate. ©SC hol9. chrl9 gene a
Min Alignment Count onotatienlgtf
10 4 Galaxy5-[orain 21850l @ &£ x
astqsanger
“The minimum number of alignments in a locus for needed to conduct significance testing on changes in that locus.
observed between samples 3:Galaxy3-fadrenal 2ast @ &£ x
qlfastgsang:
Use multi-read correct e
No . ::ﬂcn brain Lfastalf ® 4 x
qsanger
Tells Cuffinks 0 do an nitial estimalion procedure (o more accuralely weight feads mapping to multiple locations in
the genome. 1: Galaxy?fadrenal 1iast @ £ x
| tastgsanger

Perform Bias Correction

No -
Bias detection and correction can significantly improve accuracy of iranseript abundance estimates,
Include Read Group Datasets

No -
Read group datasets provide information on replicates.
Build cummeRbund database

[Cyes | mo
“Perform Bias Correction” must be Slected to inciude gtf and genome reference in the cummeRbund database

Set Additional Parameters? (not recommended for paired-end reads)

No -

¥ Ex

Figura 26. A ferramenta Cuffdiff permite a analise de expressao diferencial de amostras de

RNA-Seq.
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O primeiro paradmetro a ser configurado no Cuffdiff € o de seleg¢éo do trans-
criptoma de referéncia: Transcripts. Devera ser selecionado o arquivo de
transcritos gerado pelo Cuffmerge.

O segundo parametro, Condition, é destinado ao delineamento experimen-
tal, ou seja, quais sé@o as condigbes experimentais e réplicas. Por padrao, o
Cuffdiff apresenta uma tela com duas condigcdes experimentais. Devemos
preencher os campos Name com os valores: Adrenal e Brain. Na réplica da
primeira condicdo devemos selecionar o arquivo adrenal.bam e na réplica
da segunda condigao o arquivo brain.bam.

Todas as outras opgdes serdo mantidas como padrao. Para executar o
Cuffdiff basta clicar no botao Execute.

Apbs a execugdo serao criados 15 arquivos de trés tipos diferentes: FPKM
tracking, differential expression testing e read group tracking. A especifica-
¢ao do formato dos arquivos, bem como a descrigdo do seu conteudo esta
detalhada em: https://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/cuffdiff.

Tomemos, por exemplo, os arquivos relacionados a genes. Os arquivos
FPKM tracking contém os valores de FPKM de cada gene por amostra,

ou seja, o numero de fragmentos dividido por milhares bases dividido por
milhdes de reads. Os arquivos read group tracking contém a contagem de
sequéncias mapeadas em cada gene por amostra. Por ultimo, o arquivo
differential expression testing contém o resultado o teste de expressao
diferencial dos genes entre as condigbes experimentais. Neste documento
iremos examinar apenas os arquivos differential expression testing.

Para visualizar o resultado do teste de expressao diferencial dos trans-
critos identificados devemos clicar no icone representado por um olho no
canto superior direito do arquivo transcript differential expression testing
conforme Figura 27. No painel central sera exibido o contetido do arqui-

vo que possui 14 colunas. As colunas de 1 a 4 identificam o transcrito
(test_id, gene_id, gene e locus). As colunas 5 e 6 identificam as condi¢des
experimentais comparadas (sample_1 e sample_2). A coluna 7 (status) ira
apresentar OK caso o teste tenha sido bem sucedido. As colunas 8 e 9 (va-
lue_1 e value_2) contém o valor de FPKM em cada condigao experimental.
Por fim, as colunas 10 a 14 contém o resultado da analise de expressao
diferencial, destacando-se log2(fold_change) (o valor do log2 da divisao
de FPKMy por FPKMx, onde x € a amostra 1 e y a amostra 2), p (o valor p
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do teste estatistico) e g (o valor p corrigido por FDR, corre¢gdo em compa-
racbes de multiplas hipdteses). A Ultima coluna (significant) ira apresentar
yes quando o valor q for menor que o FDR (0,05).

Para visualizar apenas os genes diferencialmente expressos, podemos
utilizar a ferramenta ‘Filter’ para selecionar apenas as linhas que contém
‘yes’ na ultima coluna. No painel de ferramentas (Tools) podemos localizar
a ferramenta ‘Filter’ usando a busca ou abrir a categoria Filter and sort.
Os parametros da ferramenta selecionada seréo exibidos no painel cen-
tral conforme a Figura 28. O primeiro parametro a ser configurado é o de
selecao do resultado do arquivo transcript differential expression testing.

T 2 3 a 5 s 7 8 ) 10 History

test_id gene_id gene locus sample L sample 2 status valle 1  valle 2 logZ
TCONS_00000001  XLOC_000001 OR4F17 Chr19:110678-111596 Adrenal Brain NOTEST o o L)
TCONS_00000002  XLOC 000002 ~ MADCAML Chr19:496489-505343 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 Unnamed history
TCONS_00000003  XLOC_000002  MADCAML chr19:496489-505343 Adrenal Brain NOTEST o o 23 shown, 2 hidden
TCONS_00000004  XLOC_000003  TPGSL Chr19:507496-519654 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 50.1M8 = e
TCONS_00000005  XLOC_000004 CDC34 Cchr19:531732-542087 Adrenal Brain NOTEST o o
TCONS_00000006  XLOC_000005 ~ GZMM chr19:544026-543919 Adrenal  Brain NOTEST 0 [} e ® 7 [ x
TCDNS})OGDOUU'/ XLDCilK]DOOﬁ BSG nr19:571324-583493 Adrenal Brair NOTEST 29.4751 o e

- - enr - ren rain . 0. and data 26: transcript FPKM tracki
TCONS_00000003  XLOC_000006  BSG Chr19:571324-563493 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 ny
TCONS_00000009  XLOC_000006 BSG Cchr19:571324-583493 Adrenal Brain NOTEST 0.0749417 o

» 41: Cuffdiffforcumme @ 4 x

TCONS_00000010  XLOC 000007  HCN2 Chr19:589892-617159 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 Rband on data 20. data
TCONS_ 00000011  XLOC 000008 ~FGF22 ©chr19:639925-643604 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 10, and data 26: trans] tia
TCONS_ 00000012 XLOC 000009  FSTL3 Chr19:676388-663392 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 Lexpression testing
TCONS_00000013 ~ XLOC_000010  PALM Nr19:708952-748330 Adrenal Brair NOTEST o

- ! e e ran 40: Cuffdifi for cummeR @ & x
TCONS_00000014 ~ XLOC 000010  PALM Chr19:708952-748330 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 Y=
TCONS_00000015  XLOC_000011  C19orf21 Cchr19:751145-764318 Adrenal Brain NOTEST o 0 0, and data 26: gene FPKM tracking
TCONS_00000016  XLOC 000012  PTBPL chr19:797391-812327 Adrenal  Brain NOTEST 0 0

- - . 39; Cuffdittfor cummeR @ ¢ x
TCONS_00000017  XLOC_000012 PTBP1 Chr19:797391-812327 Adrenal Brain NOTEST o o bund on data 20, data 1
TCONS_00000018  XLOC 000012  PTBPL chr19:797391-812327 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 0.and data 26: gene differential expre
TCONS_00000019  XLOC_000012 PTBP1 Chr19:797391-812327 Adrenal Brain NOTEST o o ssion testing
TCONS_ 00000020  XLOC 000012  MIR4745 chr19:797391-812327 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 e AR
TCONS_00000021  XLOC_000013  MIR3187 ©Nr19:812517-821052 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 bund on data 20, data 1
TCONS_00000022  XLOC_000014  AZUL Chr19:827830-832017 Adrenal  Brain NOTEST 0 0 0..and data 26; TSS groups FPKM tra
............. PO s R = = e

Figura 27. Arquivo de resultaaaao Cuffdiff QUe»Iista informagdes dos genes e o teste estatisti-
co de expresséo diferencial.

ry ~
Tools -  Filter data on any column using simple expressions (Galaxy Tool Version 1.1.0) ST History <ad
filter [x) (<)
Filter
Filter and Sort Unnamed history
Fllter data on any column using [ Single dataset | @) Multiple datasets | (3 Dataset collection 23 shown, 2 hidden
simple expressions 41: Cuffdifi for cummeRbund on data 20, data 10, and data 26 transcript differential expression testing - 60.1MB Z®®
GFF Dataset missing? See TIP below. 42 Cutfaift for cummeR @ %
Filter GFF data by attribute using With following condition bund on data 20, data1l
simple expressiens 0.and data 26: transcript FPKM tracki
cla==yest ng
Filter GFF data by feature count - a5 of above. Tt ————
Eiter GEF data by feature count Double equal signs, ==, must be used as shown above. To filter for an arbitrary string, use the Select ool
using simple expressions 41 Cufidiff forcumme  ® & x
Number of header lines to skip Rbund on data 20, data
e 10. and data 26: ranscript differentia
:
values_list 0

L expression testing
Fetch Sequences
40: Cuffdiff for cummeR @ & X

giftead Filters and/or converts bund on data 20, data 1
GFF3/GTF2 records 0.and data 26: gene FPKM tracking

Filter sequences by ID from a.
- p - J— 39: Cuffdiff for cummeR @ & x
tabular file Double equal signs, ==, must be used as "equal 10" (e.g., €1 == "chr22) bund on data 20, data 1

Figura 28. Utilizando-se a ferramenta ‘Filter é possivel selecionar apenas os genes diferen-
cialmente expressos, ou seja, os que tem a palavra ‘yes’ na coluna 14.
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O segundo parametro, With following condition, devera ser preenchido
com a expressao: c14=="yes’, onde c14 é a especificacado da ultima coluna
do arquivo. Logo abaixo dos parametros existem duas sessdes, Syntax e
Example, que detalham como criar expressdes de filtros. Para executar o
Filter basta clicar no botao Execute.

O arquivo gerado pelo Filter contém as mesmas colunas do arquivo origi-
nal, porém estéo contidas apenas as linhas que passaram no filtro, confor-
me Figura 29.

Este filtro nos possibilitou identificar os transcritos diferencialmente ex-
pressos entre as amostras. Para identificar os genes diferencialmente
expressos, devemos repetir os passos anteriores, selecionando o arquivo
de genes na ferramenta Filter. Para visualizar estes arquivos, basta clicar
o icone de olho no canto superior direito de cada arquivo conforme Figuras
29 e 30.

Analyze Data
3 2 3 a 5 6 7 8 9 10 1 1 13 1 History fs X -2}
TCONS_ 00000089  XLOC 000061 CELF5  chi19:3224700-3267301 Adrenal Brain  OK 0 642330 it -nan 5005 000075 yes
TCONS 00000090 XLOC 000051 CELFS chi19:32247003207301 Adienal Bran  OK 0 341083 it -nan 000045 00045 yes
TCONS 00000092  XLOC 000061 CELF5  chi19:32247003267301 Adrenal Brain  OK 0 512363 it -nan 5005 000075 yes

43; Filter on data 41 @ & x

42: Cuttaift for c\lmmem x

bund on data 20, data1
0.and data 26: transcript FPKM tracki
ng

Figura 29. Transcritos diferencialmente expressos encontrados pelo Cuffdiff.

Analyze Data

o 2 3 4 5 3 7 8 9 0 1 12 B 1 History c&d
XLOC_000061 XLOC 000061 CELF5 chrl9:3224700-3297391 Adrenal Bran OK 0 15659.2 inf -nan 5e-05 000075 yes .

Unnamed hif
23 shown, 2 hidde)

60.1MB CA\ L 4

I 44 Fiterondatadd @ # x

a3:Fitoron daia a1 (RN

42 Cuffdiff for cummeR @ & x
bund on data 20, data 1

0. and data 26: transcript FPKM tracki
ng

Figura 30. Gene diferencialmente expresso encontrado pelo Cuffdiff.
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3. Conclusao

O conjunto de ferramentas apresentado nos possibilita a identificacao

de genes e transcritos diferencialmente expressos entre amostras de
RNA-Seq utilizando-se um genoma de referéncia. Os autores destas
ferramentas publicam artigos cientificos e textos online com regularidade,
apresentando novas funcionalidades e detalhes sobre cada programa e
parametros.

A utilizagdo da plataforma Galaxy possibilita atualizagdes de ferramentas
regularmente, de forma transparente ao usuario. O Galaxy possibilita ainda
maior facilidade de visualizagao de tabelas e graficos, o que o tornam uma
alternativa interessante, principalmente para pesquisadores que nao tém
experiéncia com a execug¢ao de comandos na interface texto.

A técnica de analise de dados de RNA-Seq esta sendo aperfeigoada
continuamente e o pesquisador que for analisar tal tipo de dado deve estar
atento as publicagdes recentes e constantes.
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