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Prefacio

El presente proyecto surge de la necesidad de desarrollar herramientas bioinformaéticas
para trabajar con el Big Data biolégico. Los avances tecnolégicos requieren de una constante
innovacion y creaciéon de software que automatiza y mejora procesos cotidianos. Este trabajo
va mucho mas lejos que los objetivos planteados, se ha buscado lograr una contribucién
significativa para mejorar la investigacion cientifica profesional y acercar, tan solo un poco
mas, los datos biologicos a la mano humana.

Agradezco a mis padres por haberme dado la oportunidad de estudiar en esta universidad
de prestigio y por todo el apoyo y amor incondicional que me han dado a lo largo de estos
anos para poder convertirme en la persona que soy hoy en dfa. También quiero agradecer
la ayuda recibida, el tiempo invertido y los consejos de mi asesor, Augusto Franco, para
hacer de este trabajo un proyecto profesional y realmente aplicable. De tercero, pero no de
ultimo, ahora y siempre, doy gracias a Dios por darme la motivacion, fuerza, oportunidad y
luz durante toda esta travesia universitaria para llegar justo a este momento.
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Resumen

Las mejoras tecnolbgicas y la automatizacién han aumentado la velocidad y reducido los
costos de la secuenciaciéon. Hoy en dia, le llamamos secuenciaciéon de nueva generacién o, por
sus siglas en inglés, Nezt generation sequencing (NGS). Sin embargo, le secuenciacion no es
perfecta y los resultados van acompanados de un puntaje de calidad para poder determinar
su usabilidad. El formato FASTQ (.fastq) es un formato basado en texto para almacenar
una secuencia biolégica con sus correspondientes puntuaciones de calidad. Existe la nece-
sidad de utilizar herramientas especializadas para poder leer e interpretar la informacién
que contienen estos archivos. La herramienta actual (FastQC) produce graficos que resultan
dificiles de comprender y requieren de un conocimiento mas profundo sobre el tema para
interpretarlos. Mencionado esto, se introduce el proyecto Dash@QC, donde se establece un
pipeline interactivo (por medio de un dashboard) capaz de realizar pruebas de control de
calidad estandarizadas y desplegar los resultados de forma interactiva con distintas herra-
mientas para asistir en su interpretacion, a partir de archivos FASTQ. El dashboard incluye
graficas interactivas con texto inteligente de interpretacion para asistir en la comprensiéon de
los resultados de control de calidad. Asimismo, permite una visualizacién de resultados de
muestras de forma grupal o individual. La herramienta provee una interpretacién guiada pa-
ra cada muestra y permite la descarga de informes automatizados para guardar y compartir
el control de calidad realizado.
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Abstract

Technological improvements and automation have increased the speed and reduced the
costs of sequencing. Today, we call it: next generation sequencing (NGS). However, sequen-
cing is not perfect and the quality scores need to be analyzed to determine its usability.
The FASTQ (.fastq) format is a text-based format for storing a biological sequence with its
corresponding quality scores. There is a need to use specialized tools to read and interpret
the information contained in these files. The current tool (FastQC) generates plots that are
difficult to understand and require more in-depth knowledge of the subject to interpret.
Having mentioned this, the DashQC project is introduced, where an interactive pipeline is
established (by means of a dashboard) capable of performing standardized quality control
tests and displaying the results interactively with different tools to assist in the interpre-
tation, based on FASTQ files. The dashboard includes interactive graphs with smart text
interpretation to assist in understanding the results. It also allows group or individual vi-
sualization of samples. The tool provides guided interpretation for each sample and allows
the download of automated reports to save and share the quality control results.
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CAPITULO 1

Introduccién

Secuenciar significa determinar el orden de los cuatro bloques de construccién quimicos
del acido desoxirribonucleico y acido ribonucleico , llamados bases o nucleo-
tidos, que componen una molécula (NHGR, 2022b). La secuencia de ADN, por ejemplo,
proporciona toda la informacién genética de un organismo y puede ser utilizada para estu-
diar enfermedades genéticas, identificar mutaciones, genes, marcadores moleculares, explorar
la filogenética del organismo, cromosomas y evolucién, etc. Desde la finalizacién del Pro-
yecto del Genoma Humano, las mejoras tecnoldgicas y la automatizacién han aumentado la
velocidad y reducido los costos hasta el punto en que se puede secuenciar de forma rutinaria.
Algunos laboratorios pueden secuenciar mas de 100,000 millones de bases por afio (NHGR,
2022b), y hoy en dia un genoma completo se puede secuenciar por debajo de $1000, cuando
en un principio tenia un costo de $300 millones (NIH, 2021)). A esto llamamos secuenciacion
de nueva generacion (NGS), procesamiento paralelo masivo. Sin embargo, le secuenciacion
no es perfecta y los resultados van acompanados de un puntaje de calidad.

El formato FASTQ (.fastq) es un formato basado en texto para almacenar la secuencia
biologica (secuencia de nucledtidos) con sus correspondientes puntuaciones de calidad. Tanto
la letra de secuencia como la puntuaciéon de calidad estdn codificadas con un solo carécter
ASCII para mayor brevedad. Estos archivos pueden ser interpretados y leidos por herra-
mientas como FastQC (Andrews, 2019b), FASTX-Toolkit (Hannon, 2010) y Bowtie (JHU,
2021) para hacer andlisis especificos. Los archivos en formato FASTQ de una secuenciacion
se pueden obtener también de bases de datos como el [SRA (Sequence Read Archive) (NCBI,
2022b)). @ es el repositorio piblico méas grande de datos de secuenciacion de alto rendi-
miento y almacena datos de secuenciacién sin procesar e informacion de alineacién para
mejorar la reproducibilidad y facilitar nuevos descubrimientos a través del analisis de datos
(NCBI, [2022h).



Existen distintas herramientas que son capaces de leer estos archivos y procesar la in-
formacién dentro de ellos para distintos fines. El principal propésito de un archivo FAST(Q
es almacenar el valor de calidad por base de lectura y por ello, la herramienta de FastQC
ha sido una de las herramientas de control de calidad para datos de secuencias de alto
rendimiento més populares.

Dado estos antecedentes, se introduce la idea principal de este proyecto, donde se pro-
pone, hacer un pipeline interactivo. DashQC es capaz de recibir como entrada archivos
FASTQ, realizar pruebas de control de calidad estandarizadas (FastQC) y desplegar los re-
sultados de forma interactiva con distintas herramientas para asistir en la interpretacion de
los resultados. Estas herramientas incluyen graficas interactivas con anotaciones para asis-
tir en la interpretaciéon de cada una de las pruebas de control de calidad, visualizacién de
resultados de muestras de forma grupal o individual y detalles sobre las razones de fallo
que podrian suceder. Se utiliza coloraciéon y marcadores intuitivos acoplado a un resumen
textual explicando el resultado de la(s) prueba(s) (tanto positivo como negativo). Ademaés,

es posible recibir una interpretacién generada para cada muestra por cada prueba de control
de calidad.

Asimismo, es posible descargar informes automatizados (en PDF, WORD y HTML)
de andlisis con las interpretaciones y recomendaciones (aplicables en laboratorio y/o en
computadora hacia los datos de entrada) ya redactadas. Los informes son generados desde el
dashboard en una seccién designada para reporteria lo cual permite al usuario seleccionar en
su equipo (computadora o teléfono) el lugar para guardar los reportes (control de versiones)
vy puede compartir estos reportes con otras personas.

El presente proyecto se ha llevado a cabo con éxito por medio de la creacién de un
pipeline, que automatiza, asiste y presenta el control de calidad de miltiples muestras de
datos de secuenciacién de nueva generacion y representa los resultados con una herramienta
grafica (dashboard), de forma visual e interactiva.



CAPITULO 2

Justificacién

En la actualidad, con la secuenciacién de nueva generaciéon, obtener la secuencia biolégica
de un organismo, gen o proteina se ha vuelto mas accesible, en términos financieros, y mas
rapido, en términos de procesamiento y obtencién de resultados. Las bases de datos con
informacioén biolbgica crecen exponencialmente y varias son de libre acceso, lo cual permite
que existan datos abiertos a toda la comunidad cientifica y pueden ser utilizados para anélisis
en todos los campos de gendmica, proteémica, farmacologia, bioinformética, etc.

El crecimiento acelerado de los datos de secuenciaciéon ha inspirado a el desarrollo de
herramientas para la investigacion cientifica. Sin embargo, muchas herramientas no reciben
actualizaciones frecuentemente y con el paso de los anos se ha vuelto dificil la interpretacion
de sus resultados. Requiriendo, de esta forma, que el usuario (ya sea un cientifico, bilogo,
quimico, genetista, etc.) conozca con profundidad qué buscar en los resultados, como inter-
pretarlos y cudles son los pasos siguientes por tomar en base a estos. Dash@QC, ahorra el
tiempo que toma volverse un experto en interpretaciéon de resultados de control de calidad,
mitiga errores de usuario y se convierte en una ventaja en cualquier estudio o analisis.

Por otra parte, gran cantidad del software existente o servicios de control de calidad
y depuracién de datos de secuenciacién tienen altos costos por cada una de las muestras.
Dash@QC' utiliza software y librerias open source para poner a disponibilidad estos servicios
sin ningtn costo y con libre acceso. Adicionalmente, abre las puertas a el control de calidad
de multiples muestras, reporteria automatizada e interactiva y permite su uso en un marco
de trabajo mayor.






CAPITULO 3

Objetivos

3.1. Objetivo general

Automatizar, asistir y presentar el proceso de control de calidad de datos de secuenciacién
de alto rendimiento de forma visual, interactiva e intuitiva.

3.2. Objetivos especificos

= Desarrollar un pipeline en Bash y R para leer uno o més archivos FASTQ), realizar su
control de calidad y representar los resultados de una forma estructurada.

» Desarrollar una herramienta grafica (dashboard) para desplegar de forma interactiva
los resultados de control de calidad.

= Guiar al usuario final en la comprensiéon de las pruebas y resultados de control de
calidad e introducirle a una serie de interpretaciones y recomendaciones reales para
darle un analisis completo.

= Permitir al usuario generar reportes cientificos de forma parametrizada para guardar
y compartir, de forma estatica, interactiva o editable los resultados de sus analisis.

= Hacer uso de herramientas visuales y disefios de interfaz intuitivos para lograr una
interaccion usuario-herramienta fluida.






CAPITULO 4

Alcance

La secuenciacion tiene un gran impacto en campos como la biologfa molecular, genémica,
medicina, farmacologia, investigaciéon de enfermedades y otros. En su mayoria, los secuen-
ciadores de hoy en dia estan limitados a secuenciar segmentos cortos de ADN, por lo que
es necesario realizar su ensamblaje mediante software y luego hacer el analisis control de
calidad adecuado.

Para ello, Dash@C, se propone como un software capaz de leer los archivos de calidad de
salida de los secuenciadores y permite identificar problemas que se hayan originado, tanto en
el secuenciador, como en la informacién original o de referencia que fue utilizada. DashQC
provee estadisticas, visualizaciones y resimenes textuales que adecuan la informacién en
términos simples y comprensibles para lograr que el usuario final pueda tomar la mejor
decisién sobre sus datos.

DashQC permite el analisis de n muestras bajo las pruebas de [QC estandar establecidas
por FastQC y digiere la informacion para presentarla amigablemente en la interfaz. Esto
quita de la ecuacién el tiempo que toma a un individuo investigar, volverse conocedor del
tema, e interpretar los resultados o identificar los problemas en sus muestras. Ahora bien,
Dash@QC no toma decisiones por el usuario, se limita tnicamente a proveer toda la infor-
macion y respaldo estadistico necesario para que el propio usuario pueda discernir entre sus
opciones y definir los proximos pasos.

Este es un proyecto que genera un impacto positivo en cualquier proyecto que involucre
datos de secuenciacién de ADN, especialmente las lecturas generadas por un secuenciador
de alto rendimiento. Establece un ambiente integro, no solo para navegar y comprender la
usabilidad de estos datos, si no también permite establecer una linea base sobre la cual basar
un estudio o proyecto de mayor magnitud.






CAPITULO b

Marco tedrico

5.1. Bioinformaéatica

5.1.1. Definicién formal

La bioinformatica es una disciplina cientifica que consiste en utilizar la tecnologia infor-
mética para recopilar, almacenar, analizar y difundir datos e informacion biolégica, como las
secuencias de ADN, aminoacidos y datos genéticos. Hoy en dia, gran cantidad de cientificos
y médicos alrededor del mundo utilizan bases de datos que organizan e indexan esa infor-
macién biologica para aumentar nuestra comprension de la salud y enfermedades existentes
(NHGR, [2022a).

5.1.2. Campo de estudio

La bioinforméatica es un campo de la ciencia computacional que tiene que ver con el
analisis de secuencias de moléculas bioldgicas. Suele referirse a los genes, el el[ARN o
las proteinas. Ademas, la bioinformatica es un 1util para comparar genes y otras secuencias
dentro de un organismo o entre organismos. De igual forma, se utiliza para estudiar las
relaciones evolutivas entre organismos y encontrar los patrones que existen en las secuen-
cias para averiguar su funcion (NHGR, 2022a). Esta disciplina promueve el uso eficaz de
los datos biologicos y biomédicos. Almacena, analiza e interpreta el Big Data generado por
los experimentos de las ciencias de la vida. Este campo multidisciplinar estd impulsado por
expertos de diversas procedencias: bidlogos, informéticos, matemaéticos, estadisticos y fisicos
(SIB, [2018). La bioinformatica utiliza técnicas informaticas que se aplican en otros campos
también, como la inteligencia artificial, y que incluyen el reconocimiento de patrones, cons-
truccién de algoritmos, modelado y la visualizacién de datos. También es la base actual de
la biotecnologia gracias a la cual se podréan desarrollar farmacos més eficaces y tratamientos
genéticos, lo que convierte a los bioinforméaticos en un perfil digital del futuro (Iberdrola,
2020).



5.1.3. Aplicaciones

Existen varias actividades que rodean a la bioinforméatica, en las cuales esta se puede
aplicar. Una actividad fundamental es el analisis de secuencias de ADN y proteinas mediante
diversos programas y bases de datos disponibles online. Con el aumento exponencial de la
informacién biolégica disponible y los avances en la tecnologia, cualquier persona con acceso
a internet y a los sitios web pertinentes puede ahora descubrir libremente la composicién de
las moléculas biolégicas, como los &cidos nucleicos y las proteinas, utilizando herramientas
bioinformaticas basicas. Esto no implica que la manipulacién y el analisis de los datos gené-
micos sea una tarea sencilla. La bioinformética es una disciplina en evolucion, y los expertos
utilizan complejos programas para analizar, predecir y almacenar datos de secuencias de
ADN y proteinas (Bayat, [2002).

Algunas de las aplicaciones principales son: medicina personalizada (adaptando trata-
mientos a la genética de la persona), descubrimiento de nuevos farmacos, terapia génica
(especialmente en las enfermedades causadas por genes individuales que se han visto afec-
tados), agricultura (protedmica, metabolémica) e incluso para el tratamiento de desechos
de plastico y eliminacién de residuos radiactivos (Iberdrola, |2020). Asimismo, la bioinfor-
matica se utiliza para el analisis de la variacién y la expresion de los genes, el andlisis y
la predicciéon de la estructura y la funcion de las proteinas y la prediccion de las redes de
regulacién de los genes. De igual forma, se puede aplicar para crear entornos de simulacién
para la modelizacion de células completas, la modelizacién compleja de la dindmica y las
redes de regulaciéon de los genes, y la presentacion y el andlisis de las vias moleculares para
comprender las interacciones entre los genes y las enfermedades (Bayat, |2002).

5.2. Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

5.2.1. ;Qué es NGS?

Secuenciaciéon de nueva generacidén o secuenciaciéon masiva paralela son términos que
describen una tecnologia de secuenciaciéon de ADN que ha revolucionado la investigacion
gendmica. Con NGS se puede secuenciar un genoma humano completo en un solo dia. En
cambio, la anterior tecnologia de secuenciacién Sanger, utilizada para descifrar el genoma
humano, requeria més de una década para entregar el borrador final (Behjati y Tarpey,
2013).

En los dltimos anos, NGS ha crecido bastante, la produccién ha aumentado y los costos
han bajado. Existen varias plataformas de NGS que utilizan tecnologias de secuenciacién
para hacer la secuenciacién de millones de pequenos fragmentos de ADN en paralelo. Los
analisis bioinformaticos se utilizan para unir estos fragmentos mediante el mapeo de las
lecturas individuales con un genoma de referencia. La secuenciaciéon de nueva generaciéon
puede utilizarse para secuenciar genomas enteros o limitarse a areas especificas de interés,
incluidos genes codificantes (exomas completos) o pequenos nimeros de genes individuales
(Behjati y Tarpey, 2013).
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5.2.2. Limitaciones de NGS

Las principales limitaciones de NGS en la actualidad son la infraestructura necesaria,
la capacidad informaética, el almacenamiento y la experiencia del personal necesaria para
analizar e interpretar correctamente los datos (Behjati y Tarpey, 2013). El volumen de
datos debe gestionarse con habilidad para extraer la informacién importante en una interfaz
clara y entendible. Por muchos avances que se hayan producido en los tltimos anos, siguen
existiendo muchos retos en todo el flujo de trabajo de NGS, desde la preparacion de las
muestras hasta el analisis de los datos. A medida que se produzcan nuevos avances en las
tecnologias subyacentes, surgiran soluciones, pero también nuevos retos.

5.2.3. Datos de secuenciacién

Las aplicaciones de NGS se estan expandiendo rapidamente, lo que exige métodos efi-
cientes y creativos de almacenamiento, analisis y visualizacién de datos. El reto principal al
que se enfrentan los investigadores es la enorme cantidad de datos que se generan. El archivo
BAM (archivo de alineaciéon semi comprimido) para una sola muestra de genoma completo
humano es de 90GB. Un proyecto de secuenciacién promedio de 100 muestras, por ejemplo,
generaria 9TB de archivos BAM (GEN, 2017).

El coste de la secuenciacién ha bajado, algunos han llegado a la conclusién de que la
secuenciacion de muestras para las que hay abundante material serd més facil y posiblemente
incluso mas barata a futuro. Ahora, cuando se trata de analizar esta gran cantidad de datos,
existe una gran variedad de opciones para elegir (herramientas que analizan datos “~-omicos®).
Los investigadores pueden sentirse facilmente abrumados cuando tratan de encontrar la
mejor opcion (GEN, [2017).

El raw output de todas las maquinas de secuenciacion de nueva generacion es el formato
BCL. En el formato de archivo BCL cada [base call se registra a medida que la maquina
llama realmente a esa base. A diferencia del formato de archivo FASTQ), en el que el registro
de la @ se realiza después de la lectura de toda la secuencia (ABM, 2016)).

El formato BCL, sin embargo, no es 1til para algo mas que para la maquina de secuen-
ciacion. Si se ejecutan varias muestras en el secuenciador, los datos deben clasificarse para
separar las lecturas de muestras diferentes, a este proceso se le llama demultiplexacion (ABM,
2016). En la demultiplexacion, con la herramienta los datos BCL se convierten al
formato FASTQ, de uso universal. Este programa asignard un nombre a cada lectura, que
incluye su ubicacién en la celda de flujo, asi como el indice especificado, y las llamadas de
base que constituyen cada lectura con sus puntuaciones de calidad correspondientes (ABM,
2016)).
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5.3. FASTA / FASTQ

5.3.1. ;Qué son y qué informacién contienen?

La tecnologia de secuenciaciéon de Illumina utiliza la generaciéon de clusteres y la quimica
de secuenciacion por sintesis (SBS) para secuenciar y almacenar los datos de las base calls
en archivos BCL. Cuando se completa la secuenciacién, las base calls en los archivos BCL
deben convertirse en datos de calidad-secuencia (conversion de BCL a FASTQ) (Illumina,
2021).

Un archivo FASTQ es un archivo de texto que contiene los datos de la secuencia de los
clusters para una o varias muestras. Si las muestras no fueron multiplexadas, el paso de
demultiplexacién no debe hacerse, inicamente la conversion a FASTQ. Los archivos FASTQ
pueden contener hasta millones de entradas y pueden tener un tamano de varios megabytes
o gigabytes, lo que frecuentemente los hace demasiado grandes para abrirlos en un editor de
texto normal (Illumina, 2021). Por lo general, no es necesario visualizar los archivos FASTQ),
ya que son archivos de salida intermedios que se utilizan como entrada para herramientas
que realizan analisis posteriores (por ejemplo, Dash@QC'). Si se requiere explorar un archivo
FASTQ para solucionar problemas o por inspeccion, sera necesario un editor de texto que
pueda manejar archivos muy grandes o a través de la linea de comandos .

5.3.2. Formato FASTQ

El formato de archivo FASTQ se utiliza universalmente para representar los datos de
secuenciacion. Este formato consta de cuatro lineas para cada lectura. La primera linea
comienza con un caracter "@Q", seguido del nombre del identificador del secuenciador. La
segunda linea es la secuencia de la lectura en si, la tercera linea es simplemente un sfmbolo
-"(que acttia como espaciador) y la cuarta son las puntuaciones de calidad de las bases de
la segunda linea (ABM, 2016).

f bel
@FORJUSPO2AIWD1 f
CCGTCAATTCATTTAAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCAGGCGGT

+
AAAAAAAAAAAA: 1 99@: @ : 1 ?7@: : FFAAAAACCAA: @ @ :BB@@?A?

L = 2 k\r

Figura 1: Composicion del formato de archivos FASTQ universal.

(ABM, [2016)
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Las puntuaciones de calidad asignadas a cada base se denominan puntuaciones Phred, y
estan vinculadas a la probabilidad de que el secuenciador haya hecho el base call incorrecto.
Esta puntuacion se expresa como una funcién logaritmica.

Q(p) = —10logyyp (1)

donde p es la probabilidad de un hacer un base call incorrecto y Q(z) es la puntuacion de
calidad Phred resultante.

Puntuacion de calidad (Phred) | Precision del base call
10 90 %
20 99 %
30 99.9%
40 99.99 %

Cuadro 1: Tabla de puntuaciones de calidad ejemplo.

(ABM, [2016)

Las probabilidades son calculadas por el secuenciador determinando la forma del pico
de fluorescencia, la resoluciéon y cualquier solapamiento potencial en cada base. Las puntua-
ciones de calidad tienden a decrecer cerca del final de las lecturas a causa del solapamiento
de la fluorescencia, que ocurre debido a la ruptura incompleta del colorante (ABM, 2016)).
Este es un factor que afecta la calidad en cuanto mas larga sea la lectura. Es decir, es comtn
tener lecturas marcadas como de baja calidad al final de las secuencias.

5.3.3. ;Coémo se obtienen?

La generacion de archivos FASTQ es el primer paso de todos los flujos de trabajo de
analisis en la secuenciacion.

Por ejemplo, MiSeq Reporter y Local Run Manager en MiniSeq (Illumina, 2021)), una vez
finalizado las corridas, colocan los archivos FASTQ en carpetas de salida, y de igual forma lo
hacen otras herramientas y secuenciadores. En otros casos, las ejecuciones son cargadas en
BaseSpace Sequence Hub y la generacion de archivos FAST(Q se produce autométicamente
después de que se cargue por completo. Con respecto al equipo de Illumina, 2021} el software
de conversion bel2fastq puede utilizarse para generar archivos FAST(Q a partir de datos
generados por sus secuenciadores.

Sequence Read Archive (SRA)

El|SRA de NIH es el almacenamiento principal de datos de secuenciacion de alto rendi-
miento. Incluye a [NCBI] el Instituto Europeo de Bioinforméatica (EBI) y la Base de Datos
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de ADN de Japén (DDBJ). Los datos enviados a cualquiera de las tres organizaciones se
comparten entre ellas y se archivan en el SRA de forma universal (NCBI, [2022¢).

Dentro del SRA existen niveles jerarquicos, los cuales fueron implementados para tener
una mejor roganizaciéon de los datos guardados en este archivo. Cada ejecucion SRA perte-
nece a un experimento SRA, cada experimento SRA pertenece a una muestra SRA, y cada
muestra SRA pertenece a un estudio SRA (RIDOM, 2022). La SRA acepta datos de todo
tipo de proyectos de secuenciacién, incluidos los estudios que implican a sujetos humanos o
sus metagenomas, que pueden contener secuencias humanas.

Para descargar archivos del SRA, se puede utilizar distintas formas, una de ellas es el
Advanced Search Builder, que permite buscar por ntimeros de accesion (individual o lista),
utilizar operadores booleanos o navegar los niveles jerdrquicos anteriormente mencionados
(RIDOM, [2022). De igual forma, es posible la descarga de archivos de datos de secuencias
mediante el SRA Toolkit (NCBI, 2022a). Este tool-kit permite el uso de herramientas como
fasterq-dump, sam-dump y prefetch. Ademés, NBCI también a puesto a disposicion servicios
en la nube para hacer su descarga a través de AWS y otras herramientas online (RIDOM,
2022).

5.4. Control de calidad (QC)

5.4.1. QC de datos de secuenciacion

Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) han ampliado el alcance de
la investigacion genémica; sin embargo, esta puede verse afectada por una serie de imper-
fecciones que surgen durante los procesos de preparacion de bibliotecas y secuenciacion, que
pueden afectar negativamente a la calidad de los datos crudos para los anélisis posteriores.
Estos problemas incluyen los perfiles de error especificos de la plataforma, la desviaciéon de
los tamanos 6ptimos de los fragmentos de la biblioteca, la variacién en las proporciones de
las secuencias duplicadas introducidas por el sesgo de la amplificacién del PCR, la variacién
sistematica en las puntuaciones de calidad a lo largo de la lectura de la secuencia y los sesgos
en la generacion de la secuencia impulsados por la composicion de las bases (Trivedi y col.,
2014; Andrews, 2019b).

El control de calidad de datos de secuenciacién de nueva generacién basado en la ali-
neaciéon de los datos se vuelve méas complicado ya que en muchos casos no se dispone de un
genoma bien ensamblado para tomar de referencia. Los secuenciadores han evolucionado pa-
ra brindar métricas de control de calidad fiables e informativas, eliminando asi, la necesidad
de una referencia de alta calidad (Trivedi y col., |2014).

5.4.2. Herramientas existentes

Se han publicado varias herramientas de software tutiles para analizar problemas de
calidad en los datos de secuenciacién, incluida la baja calidad de las bases, contaminacién
con secuencias adaptadoras y sesgos en la composicion de las bases. El proceso de control
de calidad (QC) se da por evaluacion de la calidad de las lecturas crudas mediante métricas
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generadas por la plataforma de secuenciacion (por ejemplo, puntuaciones de calidad) o
calculadas directamente a partir de las lecturas (por ejemplo, composicion de bases). Una de
las herramientas mas populares para la generacién de estas métricas de calidad es FastQC
(Andrews, 2019b)). FastQC y otras herramientas similares son utiles para evaluar la calidad
general de un proceso de secuenciacién y se utilizan ampliamente en entornos de produccién
de datos NGS como punto de control de calidad inicial.

El componente pregc de SGA (Simpson, [2014)) puede predecir las caracteristicas del geno-
ma y las métricas de control de calidad, incluyendo la longitud de los fragmentos y los niveles
de duplicacién; sin embargo, estas métricas pueden ser subestimadas masivamente. Otras
herramientas, como PRINSEQ (Schmieder y Edwards, [2011) y FASTX-Toolkit (Hannon,
2010), pueden predecir la tasa de duplicacion de fragmentos o lecturas sin una referencia,
pero tienen importantes limitaciones. Dado que estas técnicas se basan en algoritmos de
agrupacion de secuencias, las secuencias idénticas, que pueden o no ser duplicadas, pueden
ser eliminadas erréneamente. Estos enfoques consumen mucho tiempo y memoria informati-
ca, y pueden crear cuellos de botella en un entorno de produccién de alto rendimiento en el
que es necesario un control de calidad rapido y eficiente de los datos NGS en bruto (Trivedi
y col., 2014).

Como fue mencionado anteriormente, otros pasos de control de calidad que se realizan
habitualmente implican el mapeo de las lecturas con una referencia conocida para calcular
una serie de métricas a partir de los perfiles de alineacion. Estos incluyen niveles de duplica-
cion de fragmentos o secuencias, estimaciones de los tamafios de insercién de la biblioteca,
etc. (ABM, [2016)). Estas métricas se calculan de forma rutinaria cuando se dispone de una
referencia bien establecida, pero este no siempre es el caso, sobretodo con genomas nuevos
(Trivedi y col., 2014). Por esta razén, cobran importancia los métodos de control de calidad
que pueden analizar las métricas generales, puntuaciones de calidad, errores de secuenciaciéon
y secuencias sobrerrepresentadas sin un genoma de referencia.

5.4.3. FastQC

Los secuenciadores modernos de alto rendimiento pueden generar millones de secuencias
en una sola ejecucién. Antes de analizar esta secuencia para sacar conclusiones bioldgicas,
siempre hay que realizar algunas comprobaciones sencillas de control de calidad para ase-
gurarse de que los datos tienen un buen aspecto y de que no hay problemas o sesgos que
puedan afectar a su uso. La mayoria de los secuenciadores generan un informe de control
de calidad como parte de su proceso de andlisis, pero éste suele centrarse tinicamente en
la identificacion de los problemas generados por el propio secuenciador (Andrews, 2019b).
FastQC es una herramienta que proporciona un informe de control de calidad que puede
detectar problemas originados en el secuenciador o en el material de la biblioteca de partida.

El analisis en FastQC se realiza mediante una serie de modulos de anélisis. Cada médulo
es una prueba de control de calidad estdndar y su resultado se muestran con una marca
verde los resultados normales, con un tridngulo naranja los ligeramente anormales y con una
cruz roja los que son inusuales (Figura. A continuacion se presente una breve descripciéon
de cada uno de los médulos y su contenido.
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Figura 2: Interfaz grafica de FastQC.

(Andrews, 2019b)

Basic Statistics

El médulo de Basic Statistics (Andrews, 2019b) genera algunas estadisticas de compo-
sicién simples para el archivo FAST(Q analizado. Entre ellas, el nombre del archivo, tipo de
archivo, codificacion (codificacion ASCII de los valores de calidad), el total de secuencias
(un recuento del nimero total de secuencias procesadas), secuencias filtradas (ntmero de
secuencias eliminadas), longitud de la secuencia (longitud méas corta y mas larga) y el %GC
(contenido guanina-citosina).

Per base sequence quality

La prueba de Per base sequence quality evalta el rango de valores de calidad en todas
las bases en cada posicién del archivo FASTQ. Se utiliza un grafico de tipo caja y bigote
donde el eje Y del grafico muestra las puntuaciones de calidad y el eje X la posiciéon de la
lectura, permitiendo comparar la mediana, el rango intercuartilar, maximos, minimos y la
calidad media. Se colorea el fondo del grafico por zonas de buena calidad (verde), calidad
razonable (naranja) y mala calidad (rojo). En general, cuanto méas alta sea la puntuacion,
mejor sera la llamada de base. La calidad, en la mayoria de las plataformas, se suele degradar
a medida que avanza la corrida, por lo que es comtn ver que las llamadas de base entren en
el area naranja (calidad razonable) hacia el final de una lectura. Esta prueba arroja alerta
si el cuartil inferior de cualquier base es inferior a 10 puntos de calidad, o si la mediana
de cualquier base es inferior a 25 puntos de calidad. Dara un fallo si el cuartil inferior de
cualquier base es inferior a 5 puntos de calidad o si la mediana de cualquier base es inferior
a 20 puntos de calidad (Andrews, 2019b).
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Per sequence quality scores

El médulo de puntuacién de calidad por secuencia permite ver si un subconjunto de
secuencias tiene valores de calidad bajos. Si una proporcion significativa de las secuencias
de una corrida tiene calidad baja, esto podria indicar algin tipo de problema sisteméatico
de la corrida (por ejemplo, problemas en la celda de flujo). Se emite una alerta si la calidad
media observada con mayor frecuencia es inferior a 27 puntos de calidad (lo que equivale a
una tasa de error del 0.2 %). Se produce una falla si la calidad media observada con mas
frecuencia es inferior a 20 puntos de calidad (lo que equivale a un porcentaje de error del
1%) (Andrews, 2019b)).

Per base sequence content

La prueba de Per base sequence content evaliia la proporcion de las cuatro bases/nucledtidos
normales del ADN de cada posicién de la lectura. Para esto se utiliza un grafico que visua-
liza en el eje Y la proporcion (%) encontrada para adenina (A), citosina (C), guanina (G)
y timina (T). Al utilizar una libreria aleatoria se espera que haya poca o ninguna diferencia
entre las diferentes bases de una secuencia, por lo que las lineas de este grafico deberian ser
paralelas entre si, es decir, mostrar proporciones estables y complementarias. No deberian
estar enormemente desequilibradas entre si. Observar fuertes sesgos puede indicar la pre-
sencia de una secuencia sobrerrepresentada que esté contaminando la libreria. Este mo6dulo
emite una alerta si la diferencia entre A y T, o G y C es superior al 10% en cualquier
posicion. Dara una falla si la diferencia entre A y T, o G y C es superior al 20 % en cualquier
posicion (Andrews, [2019b).

@Per base sequence content

Sequence cortent across all bases

%T
%C

%G

\

1234567809 1519 3034 4549 6064 7579 90-94 105109 120124 135139 15015
Position in read (bp)

Figura 3: Grafico de FastQC para el moédulo de Per base sequence content.

(Andrews, 2019b)
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Per sequence GC content

Esta prueba mide el contenido de GC en toda la longitud de cada secuencia de un archivo
y lo compara con una distribuciéon normal modelada del contenido de GC. En una libreria
aleatoria normal se esperaria ver una distribucién aproximadamente normal del contenido de
GC en la que el pico central corresponde al contenido general de GC del genoma subyacente.
Dado a que no se conoce el contenido GC del genoma, el contenido modelo de GC se calcula
a partir de los datos observados y se utiliza para construir una distribucién de referencia.
Una distribucién con una forma inusual podria indicar una librerfa contaminada o algiin otro
tipo de subconjunto sesgado. El médulo no marcaré como un error una distribucién normal
desplazada. Se produce una alerta si la suma de las desviaciones de la distribucién normal
representa mas del 15 % de las lecturas y se indica un fallo si la suma de las desviaciones de
la distribucion normal representa méas del 30 % de las lecturas (Andrews, 2019b).

Per base N content

Existen ocasiones en las que un secuenciador no puede hacer una llamada de base con
suficiente confianza y, en este caso, sustituye la llamada con una N en lugar de una base
convencional. Este moédulo analiza el porcentaje de llamadas de base en cada posiciéon para
la que se ha llamado a una N. Si esta proporcién es muy elevada se indica en el anélisis
que la corrida no ha sido capaz de interpretar los datos lo suficientemente bien como para
realizar llamadas de bases validas. Este médulo emite una alerta si alguna posicién muestra
un contenido de N superior al 5% y genera una falla si cualquier posicion muestra un
contenido de N>20% (Andrews, [2019b).

Sequence length distribution

Algunos secuenciadores de alto rendimiento generan fragmentos de secuencias de lon-
gitud uniforme, pero otros pueden contener lecturas de longitudes muy variables. Varios
pipelines recortan las secuencias para eliminar llamadas de base de baja calidad. Este moé-
dulo analiza la distribucién de los tamanos de los fragmentos. En muchos casos, se van a
obtener fragmentos de un solo tamafo, pero para los archivos FASTQ de longitud variable
esta prueba resaltard aquellas cantidades relativas de cada tamafno diferente de fragmento
de secuencia que se encontr6 y emitird una alerta si este es el caso. Se emite un error si se
encuentra algun fragmento de tamafio 0 (Andrews, |2019b)).

Sequence duplication levels

En una libreria diversa, la mayoria de las secuencias aparecerédn sélo una vez en el con-
junto final. Un nivel bajo de duplicaciéon puede indicar un nivel muy alto de cobertura de
la secuencia objetivo. Por otro lado, un nivel alto de duplicacién indica algin tipo de sesgo
(contaminacion de la libreria, sobre amplificacion por @7 etc.). Este modulo analiza el
grado de duplicaciéon de cada secuencia del conjunto y también el ntmero de secuencias
por diferente grado de duplicacién. Para reducir los requisitos de memoria de esta prueba,
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FASTQC analiza las secuencias que aparecen en las primeras 200,000 secuencias, pero esto
deberfa ser suficiente para obtener una estimaciéon buena de los niveles de duplicacién en
todo el archivo. Cada secuencia se rastrea hasta el final del archivo para obtener un re-
cuento representativo del nivel global de duplicaciéon. Este modulo emitird una alerta si las
secuencias duplicadas representan méas del 20 % del total. Dara una falla si las secuencias
duplicadas representan mas del 50 % del total (Andrews, 2019b).

Adapter Content

El médulo de Adapter Content haré un anéalisis genérico de todos los Kmers (subcadenas
de longitud k contenidas dentro de una secuencia biologica) en la libreria para encontrar
aquellos que no tienen una cobertura uniforme. Esto puede encontrar un nimero de diferentes
fuentes de sesgo que puede incluir la presencia de secuencias adaptadoras de lectura que se
acumulan en el extremo de sus secuencias. Sin embargo, también puede encontrar que la
presencia de cualquier secuencia sobrerrepresentada (como dimeros adaptadores). Aunque
el analisis Kmer puede tebricamente detectar este tipo de contaminacién, segun Andrews,
2019b, no siempre esta claro. Por lo tanto, este moédulo analiza e identifica conjuntos de
Kmers definidos y proporciona una visiéon de la proporciéon total.

Esta prueba hace un recuento porcentual acumulativo de la proporcién de secuencias
adaptadoras en cada posicion de la lectura, por lo que los porcentajes que se ven sblo
aumentaran a medida que la longitud de la lectura continiie. Este médulo emitira una alerta
si alguna secuencia esta presente en méas del 5% de todas las lecturas y emitira un fallo en
la prueba si alguna secuencia esta presente en mas del 10 % de todas las lecturas. Fallar esta
prueba no indica un problema como tal, solamente que es necesario recortar las secuencias
con adaptadores antes de proceder a cualquier anélisis posterior (Andrews, 2019a).

Overrepresented sequences

Una librerfa normal de secuenciacién de alto rendimiento contendra un conjunto diverso
de secuencias. Encontrar una secuencia sobrerrepresentada en el conjunto significa que es
altamente significativa (desde el punto de vista biologico) o indica que la libreria esta conta-
minada, o no es tan diversa como se esperaba. Este médulo enumera todas las secuencias que
constituyen mas del 0.1 % del total. Para conservar la memoria, solo se analizan las primeras
200,000 secuencias. Por lo tanto, es posible que una secuencia sobrerrepresentada pero que
no aparezca al inicio de la lectura por alguna razén no sea detectada por este moédulo. Para
cada secuencia sobrerrepresentada, esta prueba buscara coincidencias en una base de datos
de contaminantes comunes e informara del mejor match que se encuentre. Las coincidencias
deben tener al menos 20pb de longitud y no tener més de 1 desajuste (Andrews, 2019b).

Encontrar una coincidencia no significa necesariamente que ésta sea la fuente de la conta-
minacién, pero guiar en la direccién correcta. Dado que la detecciéon de duplicacién requiere
una coincidencia de secuencia exacta en toda la longitud de la secuencia, cualquier lectura
de mas de 7Hpb de longitud se trunca a 50pb a efectos de este analisis. El efecto que esto
tiene en los resultados de esta prueba es provocando una sub-representaciéon de las secuen-
cias méas largas que contengan errores de secuenciacion o contenido adaptador (Andrews,
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2019a). Este modulo emitira una alerta si se encuentra que alguna secuencia representa mas
del 0.1% del total. Dara una falla si se encuentra alguna secuencia que represente mas del
1% del total (Andrews, [2019b)).

5.4.4. FastQC en R

La herramienta FastQC, escrita por Andrews, [2019bl, en el Babraham Institute, es la més
utilizada para realizar el control de calidad de los datos de secuenciacién de alto rendimiento.
FastQC produce, para cada muestra, un informe HTML y un archivo ZIP, que contiene
los archivos fastgc_data.txt y summary.tzt. Ambos de estos archivos contienen los datos
utilizados para cada moédulo de FastQC, asi como los resultados guardados en forma de
texto. Por esto, el paquete fastger (Alboukadel Kassambara y Ahmed, [2018) en el lenguaje
de programaciéon R, provee una forma sencilla y documentada para el parseo de datos de
los archivos mencionados anteriormente. Ademaés, contiene funciones de ayuda para lectura,
automatizacion, agregacion y analisis de resultados de FastQC para un gran ntmero de
muestras (Figura 4)).

fastqer R Package: Facilitating Quality Control of Sequencing Data
Multi-QC Report for Large Numbers of Samples

Aggregated Data

FASTQ files FastQC Reports ---
sum

II. fastqe() II. qc_aggregate()

(fastq) (-zip)

tibble (data frame)
qc_read() qc_report() qc_fails()
qc_plot() qc_warns()
qc_problems()

Importing & Plotting - Multi-QC Reports Samples with Problems
- One-Sample QC Report {ibble (data frame)
(-htmi)

Figura 4: Flujo de informacion y funciones de agregaciéon con el paquete fastger en R.

(Alboukadel Kassambara y Ahmed, 2018)

El paquete de fastqer permite instalar y correr FastQC desde R. Esto es de suma im-
portancia para poder incluir el procesamiento de datos estandar de FastQC dentro de un
flujo de trabajo méas complejo y automatizado. Por medio de la funcién fastqc del paque-
te, se puede ejecutar multiples corridas para n muestras dentro de un directorio especifico.
Ademas habilita el uso de multithreading, para hacer rapido y eficiente el proceso a la hora
de correr el control de calidad. La funcién gc_ aggregate hace posible agregar varios informes
de FastQC en un data frame. Luego, este cuadro de datos complejo, puede descomponerse y
utilizarse para extrapolacién de resultados y datos crudos. qc_ fails y gc_ warns se utilizan
para filtrar pruebas de control de calidad que encontraron cualquier tipo de problema con
los datos junto con los identificadores de las muestras que los presentaron. gc_ stats es una
funcién que permite adentrarse a los datos de las muestras desde una perspectiva individual
v habilita la manipulaciéon de datos crudos por prueba de control da calidad, parseados del
fastqc data.txt original de cada muestra. Finalmente, existen otras funciones de gran utili-
dad dentro de este paquete como qc_ unzip, gc_read_ collection y qc_read que ayudan con
la manipulacion, lectura y trabajo de los archivos ZIP producidos al correr FastQC (CRAN,
2019).
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5.4.5. Interpretacion de QC

El médulo de estadisticas béasicas permite la revision de métricas generales de la mues-
tra. Es recomendado hacer un seguimiento del ntimero total de lecturas secuenciadas para
cada muestra y asegurarse de que la longitud de la lectura y el contenido de %GC son los
esperados. Las lecturas duplicadas no deben tener un porcentaje elevado, ya que pueden
indicar un sesgo, como la sobre-amplificaciéon de la [PCR] o un nivel muy alto de cobertura
de la secuencia objetivo.

Uno de los médulos de anélisis més importantes es el de Per base sequence quality. Vi-
sualizar la distribucién de las puntuaciones de calidad en cada posicion de la lectura permite
identificar si se ha producido algin problema durante la secuenciacién y ver si es necesario
filtrarla o repetirla. Las puntuaciones de calidad parecen disminuir desde el principio hasta
el final de las lecturas. En el caso de las lecturas generadas por la secuenciaciéon de Illumina,
esto no es inesperado, y existen causas conocidas para este descenso de la calidad. Para in-
terpretar mejor este grafico, es util entender los diferentes perfiles de error de secuenciacion.
Entre ellos se encuentran: la intensidad y pureza de la senal fluorescente, decadencia de la
senal, desfase, sobre-agrupamiento y averia de la instrumentacion. Ademas, cualquier des-
censo repentino de las puntuaciones de calidad podria indicar un problema severo (Khetani,
2020)).

Con respecto a la prueba de Per sequence quality scores es esperado que la mayoria de
nuestras lecturas tengan una puntuacién de calidad media alta sin aumentos repentinos en los
valores de calidad baja; lo mas importante es que la mayor proporcién de datos se encuentren
en las categorias de alta calidad. Para la prueba Per sequence GC content generalmente es
una buena idea observar si el contenido de GC del pico central corresponde al % de GC
esperado para el organismo. Ademés, la distribuciéon debe ser normal, a menos que haya
secuencias sobrerrepresentadas (picos agudos en una distribucion normal) o contaminacion
con otro organismo (curva amplia) (Khetani, [2020)).

El médulo de Sequence duplication levels puede ayudar a identificar una libreria de baja
complejidad, que podria ser el resultado de demasiados ciclos de amplificaciéon por PCR.
Algunas sugerencias para ajustar posibles errores son ajustar el nimero de ciclos de PCR,
la cantidad de entrada o la cantidad de secuenciaciéon para futuras librerias. Por otro lado,
la tabla de secuencias sobrerrepresentadas ayuda a identificar la contaminacion, como las
secuencias de vectores o adaptadores. Por ejemplo, si el contenido de %GC estaba desfasado
en el modulo anterior, esta tabla puede ayudar a identificar la fuente (Khetani, 2020).

5.5. Data science y visualizacion de datos

5.5.1. ;Qué es data science?

La ciencia de los datos o data science es el estudio de los datos para extraer ideas
significativas e insights. Es un campo multidisciplinar que combina principios y précticas
de los campos estadistica y la ingenieria informética para analizar grandes cantidades de
datos. Los distintos anélisis desarrollados en este campo pueden ayudar a los cientificos
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de datos a plantear y responder preguntas como qué ha pasado, por qué ha pasado, qué
pasard y qué se puede hacer con los resultados (Efron y Hastie, [2021). Este es un campo
importante porque combina herramientas, métodos y tecnologia para generar significado y
nuevos descubrimientos a partir de los datos.

La ciencia de datos se utiliza para estudiar los datos de cuatro maneras principales. La
primera manera es el andlisis descriptivo, examina los datos para obtener informacién sobre
lo que ha ocurrido o lo que esta ocurriendo en el entorno. Se caracteriza por la visualizacion
de los datos, como gréficos, mapas, tablas o narraciones generadas. La segunda, analisis de
diagnostico, es un examen profundo y detallado de los datos para entenderlos. Se caracteriza
por técnicas como el drill-down, descubrimiento de datos, mineria de datos y las correlaciones
(todos parte de un analisis exploratorio completo). Se pueden realizar multiples operaciones
y transformaciones de datos en un determinado conjunto para descubrir patrones Gnicos en
cada una de estas técnicas. La tercera, analisis predictivo, utiliza los datos histéricos para
hacer predicciones precisas sobre los patrones de datos que pueden ocurrir en el futuro. Se
caracteriza por técnicas como el aprendizaje automatico, la prediccién, estudio de patrones y
el modelado predictivo. La cuarta, analisis prescriptivo, lleva los datos predictivos al nivel de
implementacion. Es posible analizar las implicaciones de las diferentes opciones y recomendar
el mejor curso de acciéon. Utiliza en conjunto la visualizaciéon de datos, la simulacién y el
procesamiento de eventos complejos (Efron y Hastie, |2021).

5.5.2. Proceso de la ciencia de los datos
Obtencion de datos

Los datos pueden ser preexistentes, adquiridos o pertenecientes a un repositorio de datos
de Internet. Los cientificos de datos pueden extraer datos de bases de datos internas o
externas, registros de un servidor web, redes sociales o adquirirlos de fuentes de terceros
(AWS, [2022).

Limpieza de datos

La depuracion de datos, es el proceso de normalizacion de los datos segiin un formato
predeterminado. Incluye la gestion de los datos que faltan, la correccion de los errores de los
datos y la eliminacion de los valores atipicos de los datos. Algunos ejemplos de depuraciéon
de datos son la estandarizacion de formatos de variables, correcciéon de errores ortograficos,
espacios adicionales o caracteres invalidos y correccién de inexactitudes matematicas.

Exploracién de datos

La exploracion de datos es el analisis preliminar que se utiliza para planificar las estra-
tegias de modelado de datos posteriores. Los cientificos de datos obtienen una comprensiéon
inicial de los datos utilizando estadisticas descriptivas y herramientas de visualizacion. Lue-
go, se exploran los datos para identificar patrones interesantes que puedan ser estudiados
(AWS, [2022).
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Modelacién de datos

Se utilizan algoritmos para obtener conocimientos mas profundos, predecir resultados,
prescribir el mejor curso de accién y generar un modelo. El modelo puede probarse con datos
de prueba predeterminados para evaluar la precisién de los resultados y puede ser ajustado
iterativamente para mejorar los resultados (AWS, 2022).

Interpretaciéon de datos y resultados

Principalmente se busca convertir los datos en acciéon. Se elaboran diagramas, graficos
y tablas para representar tendencias y predicciones. La sintesis de datos ayuda con la com-
prension de los descubrimientos e implementar los resultados de forma eficaz (AWS, 2022)).

5.5.3. Visualizaciéon y storytelling

La visualizaciéon de datos es la representacién de datos mediante el uso de graficos co-
munes, como diagramas, graficos de dispersion, graficos de pie, barra, infografias e incluso
animaciones. Estas representaciones visuales de la informaciéon comunican relaciones de da-
tos complejas y conocimientos basados en datos de una manera facil de entender (Wilke,
2019). La visualizacion de datos se utiliza habitualmente para estimular la generacion de
ideas en los equipos. A menudo se aprovechan durante las sesiones de brainstorming y de
Design Thinking al comienzo de un proyecto, ya que ayudan a recopilar diferentes pers-
pectivas. También se utilizan para la construccién de herramientas automatizadas que son
utilizadas en un proyecto para la toma de decisiones. El descubrimiento visual y la visualiza-
cion ayuda a los analistas, los cientificos de datos y otros profesionales a identificar patrones
y tendencias dentro de un conjunto de datos masivo. La visualizacién de los datos, sin duda,
es un paso fundamental en el proceso de la ciencia de los datos (IBM, 2021)).

Con tantas herramientas de visualizaciéon de datos disponibles, también ha habido un
aumento de la visualizacién de informacion ineficaz. La comunicacién visual debe ser sencilla
y deliberada para garantizar que la visualizacién de los datos ayude a su ptublico objetivo
a llegar a la idea o conclusion deseada. Seguir buenas practicas de diseno y orden puede
ayudar a garantizar que la visualizaciéon de datos sea 1til y clara; de igual forma, es impor-
tante establecer el contexto, conocer al piblico objetivo, elegir un elemento visual adecuado
(grafico, tabla, forma, color, figura, etc.) y mantenerlo simple (IBM, 2021).

El storytelling de datos es la capacidad de comunicar eficazmente los conocimientos de
un conjunto de datos mediante narraciones y visualizaciones. Puede utilizarse para contex-
tualizar los datos e inspirar la toma de una accién. El cerebro humano tiene preferencia por
las historias en lugar de los datos puros dado que estos son demasiada informacion para
procesarse a simple vista y se necesita simplificar y resumir la informacién que vale la pena
destacar. La narracion de datos puede ayudar a convertir los datos en accién, es por eso que
sin una comunicacion eficaz, datos importantes pueden pasar desapercibidos e incluso ser
descartados (HBS, [2021).
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5.5.4. R y Rstudio

R es un lenguaje de programacion de software libre y provee un entorno para la compu-
tacion estadistica. El lenguaje R es ampliamente utilizado entre los estadisticos y los mineros
de datos para desarrollar software estadistico con fines de analisis de datos. La aplicacién R
se instala en una computadora y utiliza los recursos disponibles para procesar el lenguaje
de programacién R. RStudio se integra con R como un open source para proporcionar
mas funcionalidades (BYU, 2022). Es una herramienta flexible que ayuda a crear andlisis
legibles, dar mantenimiento a cddigo, anotar comentarios, generar vistas previas de gréaficos
(Figura , llevar un control de las variables y bases de datos cargadas en el entorno, manejo
de librerias y otras funcionalidades.

Figura 5: Interfaz grafica de RStudio con el proyecto Dash@QC cargado.

El uso de RStudio para el analisis de datos y la programacién en R proporciona muchas
ventajas, entre ellas:

= Interfaz intuitiva para el seguimiento de los objetos, scripts y figuras

Editor de texto con caracteristicas como la sintaxis codificada por colores
= Funcionalidades de auto-completado y sugerencias de cédigo

= Herramientas para crear documentos que contengan el c6digo, las notas y las imagenes
de un proyecto

= Visualizacién de carpetas de proyecto y ambiente de desarrollo

(Arifin, 2019)

5.5.5. Rmarkdown y LaTeX

RMarkdown permite crear documentos que sirven como un registro de anélisis. Son de
gran ayuda en la investigacién reproducible y funcionan como un notebook. RMarkdown
permite la presentacién de graficos, tablas, etc. junto a texto convencional para agregar
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explicaciones. Esta herramienta utiliza la sintaxis de Markdown, un lenguaje de "marcado”
que proporciona métodos para crear documentos con cabeceras, imagenes, enlaces, y otros
a partir de archivos de texto plano, manteniendo simple su lectura (Xie y col., |2020). Los
documentos generados con RMarkdown se pueden exportar en muchos otros tipos de forma-
tos como HTML, PDF o Word. Cuando se crea un archivo RMarkdown (.Rmd), se utiliza
la sintaxis convencional de Markdown junto con trozos de coédigo escritos en R (u otros
lenguajes de programacion) y luego se evalia el formato y codigo para producir un archivo
de salida.

LaTeX es un sistema de composicion tipografica de alta calidad, incluye funciones di-
seniadas para la produccion de documentacion técnica y cientifica. RMarkdown y LaTeX,
juntos, permiten crear facilmente documentos HTML y PDF como informes. Por medio de
LaTeX es posible incluir notaciéon matematica, ecuaciones, simbolos especiales, operadores,
letras del alfabeto griego, funciones matematicas, matrices o tablas y darle estilos especiales
al texto (Mirzaee, [2022).

5.5.6. Shiny dashboards
Dashboards y su utilidad

Un dashboard es una presentacién visual de datos que se puede utilizar de diferentes
maneras, principalmente, para proporcionar informaciéon de forma visual. Son un tipo de
visualizaciéon de datos, y a menudo utilizan herramientas de visualizacién comunes, como
graficos, diagramas y tablas para mostrar datos de diferentes fuentes. Esto es con el fin de que
cualquier persona pueda leerlos e interpretarlos més facilmente con elementos interactivos.
Un dashboard suele estar en su propia pagina y recibe informacién de una base de datos
vinculada. Permiten a todo tipo de profesionales controlar el rendimiento, crear informes
y establecer estimaciones y objetivos para la toma de decisiones. Otras ventajas son la
representacion visual del rendimiento, la capacidad de identificar tendencias, una forma
facil de medir la eficiencia, la visibilidad total de todos los sistemas y la rapida identificacién
de los valores atipicos o correlaciones de los datos (Vidhya, 2019). Los dashboards o tableros
son un resumen de conjuntos de datos diferentes presentados de forma que la informacién
relacionada sea més facil de entender gracias a que son dindmicos, interactivos, muestran
datos en tiempo real y ayudan a tener una comprension data-driven (Tableau, 2022b)).

Componentes y funcionamiento

Para crear un tablero de la forma mas completa, primero se debe definir su publico y
sus objetivos. Es decir, preguntarse para quién se esta construyendo y qué es lo que necesita
entender. Luego, hay que elegir los datos que sean relevantes para los objetivos para evitar
incluir informacién de mas. También, es necesario comprobar la calidad, completitud y
veracidad de los datos. A continuacién hay que seleccionar las visualizaciones. Hay muchos
tipos diferentes de visualizaciones que se pueden utilizar, como cuadros, graficos, mapas, etc.
Es necesario elegir las que mejor representen los datos. Para iniciar la construcciéon del tablero
se puede utilizar una plantilla y luego construir sobre ella para ir afinando los visuales en base
a las metas propuestas. No hay que olvidar en mantener la sencillez, por medio de colores

25



y estilos similares para que el dashboard no se vea desordenado y abrumador. Finalmente,
hay que iterar y mejorar sobre periodos de desarrollo tras comentarios y retroalimentaciéon
de terceros para mejorar la adopcion y la comprension (Tableau, 2022b).

Shiny dashboards

Debido a la creciente tendencia a presentar analisis a través de dashboards, los cientificos
de datos suelen enfrentarse a problemas a la hora de seleccionar la plataforma para crearlos,
ya que las plataformas méas destacadas, como Tableau (Tableau, [2022a) y Power Bi (Micro-
soft, 2022), tienen un coste, no son open source y tienen el requisito de que los datos estén
en un formato determinado. En este punto sale a la luz la forma mas sencilla y de cédigo
abierto de crear dashboards, es decir, los Shiny dashboards.

Es posible crear increibles tableros interactivos utilizando cualquier tipo de datos impor-
tados o creados mediante programaciéon en R. Lo mas importante de los Shiny dashboards
es que son sencillos de crear con la reutilizacién de las plantillas y el moldeado de los di-
senos ajustando los codigos y visuales. El primero paso es instalar la librerfa en R llamada
shinydashboard y luego hay que dedicar tiempo a comprender las diferentes secciones de un
tablero en Shiny. El procesamiento de datos y renderizado esta controlado por el server y
en el Ul se define la estructura y orden de las visualizaciones a incluir. E1 Ul esté separado
en 3 partes principales:

» Header: encabezado del tablero con el titulo.

» Sidebar: es un espacio util para poner filtros, entradas de datos, rangos de fechas,
selectores, cajas de texto y campos de busqueda que luego podréan ser visualizados en
el cuerpo del tablero.

= Body: incluye la visualizacion de datos y la creacion de graficos, mapas, tablas, textos
de salida, etc. que son la parte principal del tablero.

(Vidhya, |2019)

Toda aplicacién de Shiny tiene los dos elementos principales mencionados anteriormente.
El primero es la interfaz de usuario (UI), que se encarga tanto de los controles del usuario
como del diseno y la estructura de los elementos de salida, como los graficos o las tablas.
La interfaz de usuario suele consistir en un esquema de diseno, en el que se especifican
los controles del usuario (como sliders, selectores, botones, etc.). El segundo elemento es el
servidor (server), que se encarga de todos los calculos y la generacion de graficos para el UL
El UI y server estan en constante comunicacion a la hora de levantar un tablero. Ambos
elementos estan conectados por objetos input y output, en donde el Ul pone los valores
de los controles en variables input, a los cual el servidor tiene acceso y puede reaccionar y
producir variables output, las cuales la interfaz muestra. Es una arquitectura bastante simple
y puede estructurarse en un solo archivo (server y Ul juntos) o en archivos separados.
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Plotly

La libreria de graficos R de Plotly hace graficos interactivos de calidad de publicacion.
Con esta libreria es posible hacer graficos de lineas, gréficos de dispersion, graficos de area,
graficos de barras, barras de error, graficos de caja, histogramas, mapas de calor, subtramas,
ejes miltiples y graficos 3D. Es un paquete de R para crear graficos interactivos basados en
la web a través de la biblioteca de graficos JavaScript plotly.js. Los gréaficos creados con este
paquete se renderizan localmente a través del marco de trabajo de htmlwidgets (Plotly, 2022
y bien pueden ser utilizadas tanto en informes RMarkdown como en tableros interactivos.

5.6. Pipelines

5.6.1. ;Qué es un pipeline?

Las tecnologias modernas en torno a la bioinformética estan cambiando de tal forma
que los cientificos crean cantidades masivas de datos cada vez que hacen un experimento
genémico. La secuenciacion de nueva generaciéon ha aumentado la demanda de requisitos de
procesamiento de alta gama. Por lo tanto, a medida que la bioinformética se vuelve mas
compleja, los sistemas deben anadir mas etiquetas, pardmetros, metadatos y mejores capaci-
dades de analisis para grandes volumenes de datos. Aqui es donde entra en juego un pipeline
bioinformatico. Un pipeline es una serie de elementos de procesamiento, almacenamiento
y calculo conectados en serie que crean una tuberia por la que viajan los datos. La salida
de un proceso proporciona una entrada directa para el siguiente, y asi sucesivamente. Esto
es importante por que los cientificos de datos crean modelos mas complejos a partir de la
informacién gendmica, lo que hace necesario contar con una forma de mapear y controlar
el analisis paso a paso. Esto ayuda a agilizar la gestion de la informacién y a minimizar los
errores derivados del procesamiento manual (Mazzu, [2022).

5.6.2. Implementacién de un pipeline

Los laboratorios que realizan ensayos basados en datos de secuenciaciéon de nueva gene-
raciéon tienen como opcion de implementacién uno o mas pipelines bioinforméticos, ya sean
desarrollados por el laboratorio, proporcionados por la plataforma de secuenciacién o por
un tercero. A la hora de realizar la implementacion hay que tomar en cuanta varios pasos
para el funcionamiento adecuado, siendo el primero de ellos, la validacion. El requisito més
importante para implementar un pipeline es una validacién adecuada y sistemética en el
contexto de los datos de secuenciacion de nueva generacion que se estén produciendo y/o
utilizando. Luego es necesario llevar un control de versiones ordenado y documentado. Se
puede aplicar el control de versiones utilizando marcos de software como git, mercurial y
otros (Roy, 2020). Estas herramientas permiten no sélo la gestion sisteméatica del codigo
fuente del pipeline, sino también el desarrollo colaborativo por parte de un equipo de bio-
informéticos e ingenieros de software. Cada despliegue, incluyendo una actualizacion del
pipeline de produccién, debe ser versionado. Asimismo, se debe documentar las versiones
de los componentes individuales. Si se desarrolla y gestiona uno o més componentes en el
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pipeline, estos deberan seguir los mismos principios de control de versiones que el resto de
componentes del flujo de trabajo.

Una vez realizada la revision y documentacion de cada componente del pipeline, las
dependencias de los datos y las restricciones de entrada/salida con la ayuda de un profesional
o equipo de bioinformética es necesario desarrollar mecanismos para alertar sobre errores
inesperados. Este sistema de alertas y de aumentan la confianza y fiabilidad de un
pipeline. De igual forma, siempre es util llevar un sistema de logs, ya que cuando una de
estas alertas encuentre algiin mal funcionamiento, serd més sencillo identificar el punto de
falla por medio de una bitacora de procesos.

Existen varias practicas que se pueden implementar independientemente del marco de
trabajo para elaborar una pipeline robusta. Aparte de la validacién, control de versiones y
sistema de alertas mencionados anteriormente, existen otras buenas practicas que se pueden
aplicar a la construccién de un pipeline, como, la reutilizaciéon de los calculos, ya que la fuerza
de cualquier sistema de procesamiento paralelo es su capacidad para procesar datos a través
de calculos idénticos. Mientras mas se puedan utilizar esos calculos exactos, mejor sera el
resultado deseado. Otra de estas practicas es la utilizacion de herramientas de modelado. Las
herramientas como el software de modelado con lenguaje de descripcion de flujos de trabajo
pueden ser de gran ayuda para trazar los procesos y las dependencias de los componentes
dentro de un pipeline. Esta capacidad puede, a su vez, apoyar la optimizaciéon de los pasos
del flujo de datos.
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CAPITULO O

Metodologia

6.1. Bases del proyecto

6.1.1. Exploracién de ideas

Como paso preliminar se lleva a cabo una lluvia de ideas alrededor del tema principal del
proyecto, el mejoramiento del control de calidad de datos de secuenciaciéon. Para resumir esto,
se elabora un mapa mental a manera de enlazar los conceptos claves, como bioinformatica,
visualizacién de datos, secuenciacién de nueva generacion, data science y dashboards.

6.1.2. Estado del arte

Se realiza una investigacion de antecedentes y del estado de avances en el tema de[QC con
respecto a la actualidad a fin de conocer cuéles son las herramientas actuales, que funcién
tienen y como, si es posible, se pueden mejorar y/o usar para construir un sistema innovado.
De igual forma se hace una seleccion de publicaciones cientificas relacionadas a herramientas
de control de calidad de datos de secuenciacién con el objetivo de identificar cuéles son las
més utilizadas, por qué y cuéles son las opiniones profesionales al respecto de ellas.

6.1.3. Delimitaciéon del problema

Una vez adquiridos todos los conocimientos y antecedentes del dominio del tema, se
formula la definicién formal del problema, siendo este la necesidad de automatizaciéon y
asistencia en los resultados de control de calidad de datos de secuenciacion para facilitar
su interpretacion, eliminar la necesidad de dedicar tiempo de estudio al significado de las

29



pruebas estadisticas y como estas funcionan y enfocar los recursos en el entendimiento,
analisis y discusion de los resultados.

6.1.4. Delimitaciéon del proyecto

Habiendo mencionado lo anterior, se realiza la delimitacion de los componentes del pro-
yecto, que al colocar en conjunto crean la herramienta final propuesta: Dash@QC. Este paso
incluye la definicién de los objetivos generales y especificos luego de haber realizado todos
los pasos de observacion e investigacion anteriores.

6.2. Control de calidad

6.2.1. FASTQs de estudio

Previo a cualquier actividad de programacion, es necesario recolectar la informacion con
la que se estaran haciendo las pruebas y la validaciéon del funcionamiento del proyecto. Se
realiza la recoleccion de 3 estudios de caso (datos de secuenciacion biologica) en formato
FASTQ (un rango de 5-10 archivos por caso) provenientes del [SRA (NCBI, 2022Db). Su
elecciéon serd basada en interés del autor, pero si se buscara obtener conjuntos de muestras
distintos para tomar en cuanta estas variaciones en el pipeline.

6.2.2. Componente de lectura y QC

Se inicia la programaciéon de la herramienta en R por medio de librerias como readr,
fastqer v tidyverse a manera de elaborar un script para la lectura de archivos FASTQ),
procesarlos con FastQC para las pruebas de control de calidad y, posteriormente, realizar el
manejo de datos (data wrangling) para guardarlos de forma agregada en una base de datos
personalizada del pipeline.

6.2.3. Almacenamiento QC

Una vez desarrollado el componente de lectura y control de calidad se disena una estruc-
tura de datos (en formato .RData) donde es posible guardar los resultados de un conjunto
de muestras o muestra individual. Esta estructura es universal para Dash@QC con el fin de
guardar resultados ya procesados y permitir que los tiempos de carga sean cortos y la memo-
ria requerida para realizar su lectura sea pequena. En esta base de datos se debe almacenar
también otras estadisticas recopiladas en el control de calidad, como lo son los resultados
generales, el resumen de resultados por prueba y por muestras y el resumen de alertas o
fallos encontrados.
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6.2.4. Logging de procesos

Conforme se da la implementacion de la secciéon del pipeline encargada de procesamiento
de los archivos de entrada y generaciéon del .Rdata de almacenamiento, se implementa un
logger para ir documentando en un logfile los chequeos por médulo. Esto es con el proposito
de ir registrando la correcta ejecucion del flujo de trabajo y llevar un control de la calidad
del dato. Para elaborar este logger se utiliza la libreria en R de log4r.

6.3. Dashboard

6.3.1. Diseno de dashboard

Previo a la implementacion del dashboard se elabora un borrador y bosquejo para decidir
el orden, presentacién, esquema de colores y diseno general del dashboard. En esta fase se
toma en cuenta factores como visualizacion de datos, storytelling, interpretacion de datos y
el disenio de una interfaz de usuario amigable e intuitiva.

6.3.2. Implementaciéon de dashboard

Con base en el diseno, se elabora el dashboard en R con las librerias de shiny y shinydash-
board. La idea es hacer que las graficas puedan ser visualizadas en diferentes paneles (por
prueba estadistica) y que estds no sean estaticas, es decir, ofrecer interactividad. Para esto
se utiliza las librerfas de Plotly y ggplot2, ademéas de javascript y CSS para funcionalidades
agregadas. Como mencionado anteriormente, las graficas también incluyen anotaciones y/o
indicadores de color para ayudar con la interpretaciéon de estas.

Se da inicio con el desarrollo de la seccidén de resultados generales. En esta seccion se
utilizan los datos recopilados del control de calidad de forma grupal. Se disefian 4 paneles
principales, estos deben permitir la visualizacién de las estadisticas generales, resultados y
problemas encontrados de cada muestra, asi como, los resultados por cada prueba estandar
de control de calidad.

Luego, se desarrolla la seccién de resultados individuales. En esta secciéon se debe utilizar
un selector de muestra para indicarle a la pagina que datos debe mostrar. Esta secciéon
muestra en recuadros informativos el nombre de la muestra seleccionada, sus resultados
individuales y sus estadisticas bésicas. Debajo de esta informacién, se desarrollan paneles
para mostrar visualmente los graficos individuales correspondientes a cada una de las pruebas
de control de calidad realizadas. Estos paneles deben ser reactivos, interactivos y deben
mostrar tanto el resultado obtenido en dicha prueba como un botén que permita acceder a
una explicacion de los resultados.

Para la generacion de la explicacion/interpretacion de los resultados por prueba se desa-
rrolla un componente basado en la documentacion y literatura de FastQC. Este componente
se desarrolla de tal forma que reciba el nombre de la prueba, el resultado obtenido y los
datos de la muestra y en base a esto pueda compilar un texto interpretativo. El modelo de
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diseno para este componente es similar al de un arbol de decisién; contemplando todos los
escenarios.

En el dashboard se debe desarrollar una seccién de descarga de informes, en distintos
formatos (PDF, HTML, WORD), donde se permita su generacion y descarga automaética.
En la generacion de informes, se habilitan las opciones a elegir entre un informe general,
donde se abarquen todas las muestras procesadas, o un informe individual, donde se el
habilita al usuario la opcién de elegir la muestra sobre la cual desea obtener el informe. En
este paso, se debe desarrollar inicamente la interfaz de la pagina donde se podra hacer la
descarga de dichos informes, puesto que estos no han sido creados aiin. Posterior al paso de
la creacion de los informes, estos seran conectados a esta interfaz para permitir su generaciéon

desde el dashboard.

6.3.3. Despliegue de dashboard

El dashboard se visualiza localmente por medio de un enlace local que provee el pipeline
en cualquier navegador de preferencia del usuario (Google Chrome, Safari, etc.). Se realizan
estas pruebas con usuarios externos por medio del portal de Shinyapps, donde, a través de
un link, se les puede compartir la visualizaciéon de algunos resultados muestra y recibir su
retroalimentacion.

6.4. Informes automatizados

6.4.1. Definiciéon de componentes de informes

Esta etapa es de gran importancia, ya que es donde se hace el diseno de los reportes
de Dash@QC. En esta etapa, se realiza un bosquejo del orden y secciones que va a llevar
tanto el informe general como el informe individual de una muestra. Tomar en cuenta que
se busca un disenio de lo general a lo especifico, por lo que ambos informes deben iniciar
con una introduccion a los resultados y estadisticas globales y luego expandir en secciones
més detalladas. Dado que en el dashboard ya se cuenta con el diseno apropiado de gréficos
y textos interpretativos, se debe tomar en cuenta este contenido como el material principal
dentro de los reportes.

6.4.2. Implementaciéon de informes

Se utiliza c6digo en R con la libreria de Rmarkdown, Knitr, LaTeX y paquetes como Plotly
y ggplot para crear informes automatizados en formato PDF/WORD (estatico/editable) y
HTML (interactivo) con el disefio definido en el paso anterior. Ademads, se iniciaran los
preparativos para su incorporaciéon al dashboard. Este paso requiere de buena organizaciéon
de datos en el ambiente local, pues, los informes se generan desde el dashboard y deben
tomar en cuenta la muestra seleccionada como pardmetro para los graficos, interpretaciones
y resultados, si se da el caso de la generacién de un informe para una muestra individual.
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6.5. El pipeline

6.5.1. Script de preparacién de equipo y sistema

Para este punto, ya se tiene desarrollado tanto el componente de[QC, como el componente
visual, por lo que ya se tiene una visiéon clara de los requerimientos finales del sistema para
poder ejecutar estos pasos adecuadamente. Para asegurar que no ocurran problemas de
requisitos de sistema, se desarrolla el componente de setup del pipeline. Este es un script
encargado de revisar y hacer la instalacion de las librerias en R que se utilizan, asi como la
instalacién de fastqc en R para poder correr el

6.5.2. Implementaciéon del pipeline final

Teniendo los componentes de setup, preprocesamiento y dashboard creados, se desarrolla
en Bash un flujo de trabajo que permite correr estos componentes en serie. Siendo la salida
de uno, la entrada de datos del siguiente. Ademaés, se implementa al inicio de este flujo de
trabajo una revisiéon de la existencia del directorio de FASTQC. En caso de existir, se debe
limpiar el directorio, y en el caso de que atn no exista, lo debe crear. Luego de consolidar este
pipeline, se debe agregar el encabezado adecuado al archivo para volverlo un Uniz Ezecutable
File y permitir su funcionamiento desde la linea de comando.

6.6. Pruebas de usuario

6.6.1. Testing

Por medio de las herramientas de manejo de acceso que provee Shinyapps, se proveera
con un enlace a aquellos usuarios de prueba que podran acceder al dashboard para probar su
funcionamiento de forma virtual y se le presentara el pipeline localmente a aquellos usuarios
que pueden hacer las pruebas de forma presencial. La finalidad de esta fase es revisar posibles
bugs o componentes del dashboard que no estan funcionando de la forma esperada previo
a su version final. Para estas pruebas de usuario se solicitara a los testers compartir su
retroalimentaciéon para los distintos moédulos y comentarios. Todo esto es anotado en una
rubrica indicando con puntuaciones de 1 a 10 la utilidad que el usuario encontré en dicho
modulo. También se anotaran observaciones, dificultades que se les presentaron e ideas de
mejoras que le harfan al proyecto.
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CAPITULO [

Resultados

7.1. Pipeline DashQC

El pipeline de Dash@QC' es un conjunto de procesos que corren en serie, desarrollado en
Bash y en R, automatizando la corrida de control de calidad de miltiples muestras y trasla-
dando los resultados a una interfaz grafica final para su analisis, exploracién e interpretaciéon
asistida (Figura @ El inicio del flujo de procesos se da con la preparaciéon de los directorios
de trabajo y las especificacién de ambiente de R, es decir, la instalacion de librerias nece-
sarias para su funcionamiento adecuado (Setup.R). Luego se realiza las configuraciones del
logger v se prepara el path para el directorio de FastQC. A continuacion, el pipeline ejecuta
fastge desde R (Figura y coloca los resultados para cada muestra en dicho directorio.
Después, ocurre la lectura, procesamiento y agregacién de los datos resultantes para crear
una estructura de datos conjunta (DQC.RData). Este archivo acttia como una base de datos
que permite desplegar el dashboard funcional. Cabe recalcar que, mientras ocurre esta serie
de procesos, el logger documenta los pasos del pipeline con un timestamp e indicadores de
logro, es decir, chequeos del correcto funcionamiento de los pasos del pipeline. Posterior a la
creacion del archivo RData se cierra el logger y se limpia el ambiente de R. Una vez finalizado
el preprocesamiento (Preprocess.R), se levanta el dashboard para permitir al usuario inter-
actuar con los resultados, representar los resultados de una forma estructurada y optimizar
la toma decisiones por medio de un vinculo en el equipo local (Figura .
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Setup.R

Preprocess.R

app.R

Preprocess.R

Figura 6: Flujo de procesos en el pipeline de DashQC.
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7.2. De FASTQ a Rdata

Se desarrollé un componente en el lenguaje de programacion R para realizar el prepro-
cesamiento de los datos a partir de uno o miltiples archivos FASTQ. Uno de los scripts se
encarga de instalar y preparar el equipo con los paquetes y librerias necesarias para ejecu-
tarse. El segundo script realiza las pruebas de control de calidad estandar de FastQC de
forma paralela (con multithreading) con éxito de los n archivos FASTQ de entrada.

Posterior a realizar las pruebas de[QC, el componente realiza correctamente la agregacion
de datos y preparacién para generar el archivo consolidado DQC.Rdata. El piepeline hace uso
adecuado del logger para generar un logfile (Figura|7) con marcas de tiempo (timestamps) e
indicadores de logro por cada paso ejecutado. Esta seccion del pipeline es capaz de realizar
lectura, procesamiento y preparaciéon de los datos de control de calidad de las muestras del

usuario efectivamente.
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[2022-06-30
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[2022-06-30
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10:
10:
10:

10

oaded correctly.
SUCCESS FastQC ran correctly.
SUCCESS Aggregate results loaded correctly.
SUCCESS Summary results loaded correctly.
SUCCESS Stats results loaded correctly.
SUCCESS Fail results loaded correctly.
SUCCESS Warn results loaded correctly.
SUCCESS Individual results loaded correctly.
Preprocess complete.

= Starting DQC =
SUCCESS Paths loaded correctly.
SUCCESS FastQC ran correctly.
SUCCESS Aggregate results loaded correctly.
SUCCESS Summary results loaded correctly.
SUCCESS Stats results loaded correctly.
SUCCESS Fail results loaded correctly.
SUCCESS Warn results loaded correctly.
SUCCESS Individual results loaded correctly.
P:
Starting DQC

SUCCESS Paths loaded correctly.
SUCCESS FastQC ran correctly.
SUCCESS Aggregate results loaded correctly.
SUCCESS Summary results loaded correctly.
SUCCESS Stats results loaded correctly.
SUCCESS Fail results loaded correctly.
SUCCESS Warn results loaded correctly.
SUCCESS Individual results loaded correctly.
Preprocess complete.

Figura 7: Logfile de preprocesamiento.
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7.3. Dashboard DashQC

Utilizando las tecnologias de shiny en R, fue posible elaborar un tablero dindmico de-
dicado a la visualizacién automatizada y guiada de todos los resultados preparados por el
componente de preprocesamiento. Este tablero es capaz de trabajar con n muestras del
usuario de forma eficiente y aporta la posibilidad de ver resultados de forma grupal, como
se puede observar en la Figura [8] Esta seccion del tablero tiene 3 cajas principales, donde se
muestran los conteos de pruebas aprobadas, alertadas o falladas. Luego tiene una seccién con
4 moédulos, el primero es el grafico de estadisticas generales por muestra, el segundo el grafico
de resultados de las muestras por prueba, el tercero el grafico de resumen de resultados por
muestra y el dltimo, la tabla de resumen de resultados por prueba.

También aporta la posibilidad de ver resultados de forma individual, por muestra, como
se puede observar en la Figura[9] Esta seccion cuenta con un selector de muestra en el sidebar
v los botones de test guide y de collapse tests. En el body del dashboard hay 1 recuadro
indicando el nombre de la muestra seleccionada y luego tiene 3 cajas principales, donde se
muestran los conteos de pruebas aprobadas, alertadas o falladas para dicha muestra. El resto
de la seccién individual tiene 10 médulos, uno por cada prueba de control de calidad estandar
de FastQC. Cada uno de estos modulos, a excepcion del de estadisticas basicas, cuenta con
un icono indicador de aprobacién, un boton de interpretacion, el grafico o tabla asociada y, en
algunos casos, un botén de informacion. Estas herramientas exitosamente logran desplegar
de forma interactiva los resultados de control de calidad y guian al usuario final en la
comprension de las pruebas e introducirle a una serie de interpretaciones y recomendaciones
reales.
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Figura 8: Pantalla de analisis de resultados grupales del Dashboard.
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Figura 9: Pantalla de analisis de resultados individuales del Dashboard.

El Test guide funciona a forma de una guia visual, en donde se recorren todos los modulos
de la seccién de resultados individuales del dashboard, indicando con un recuadro iluminado
y una caja de texto explicativo, como funciona cada una de las pruebas de control de calidad
v qué es lo que se esta verificando en ellas. Esta herramienta es capaz de guiar al usuario
final en la comprension de las pruebas exitosamente, como se puede evidenciar en la Figura

[1al

El botén de Collapse tests comprime los recuadros donde se encuentran las visualiza-
ciones de la secciéon de resultados individuales y deja tnicamente visible los nombres de las
pruebas/modulos y sus iconos indicadores de aprobacion, alerta o falla (Figura .

7.4. Interpretaciones automaticas y recomendaciones

Se creo un algoritmo en forma de arbol de decisiéon para la generacion de interpretaciones
automaticas en texto segtn los datos, la prueba de control de calidad y el resultado obtenido.
Los textos que produce este componente, son creados a partir de investigacion de la literatura
que hay detras de cada uno de los modulos de FastQC (Andrews, asi como otras
fuentes oficiales donde se discute la interpretacion como tal (Andrews, 2019a). En la seccién
de los resultados individuales, cada uno de los recuadros de los médulos de control de
calidad tiene un botén especificado para desplegar la interpretacién de dicha prueba. Esta
es desplegada en una pantalla modal que aparece al presionar el botéon (Figura. El modal
va a contener el nombre de la prueba de v la interpretacién y recomendacion generada.
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Exit Basic Statistics

Basic Statistcs contains a Value

the sample analysed. Filename SRR17608225 fasta

« Filename: flename of the File type. Conventional base calls
fl which was analysed.

« Filetype: whether the file Encoding Sanger / lllumina 1.9
had base calls or
colorspace data which
had to be converted to
base calls.

« Encoding: ASCII encoding
of qualty values.

« Total Sequences: count of
the total number of
sequences processed.

« Filtered Sequences:
number of sequences

Total Sequences 6157202
Sequences flagged as poor quality o

Sequence length 8150

uence Leng!
of the shortest and longest

orted.
« %GC: %GC of all bases in
all sequences.

Figura 10: Guia de pruebas para una muestra individual en el Dashboard.
7.5. Reportes automatizados

Utilizando el paquete de RMarkdown se desarrollaron informes automatizados con el
fin de resumir los resultados en un archivo tnico y descargable. Se disenaron 2 tipos de
reportes, el primero es el reporte general, y este contiene un resumen de los graficos, tablas
y resultados generales para todas las muestras (Figura , como se pueden observar en la
seccion de resultados grupales del dashboard. Cabe agregar que este reporte contiene también
texto interpretativo para acompafar las figuras. El segundo, es el reporte individual, y este es
un informe parametrizado, ya que va a responder a la seleccién de una muestra en especifico
para ser generado, como se puede observar en la Figura[35] El reporte individual contiene una
recopilacion de los resultados generales para la muestra y luego un desglose de los resultados
por prueba de control de calidad. En este reporte, por cada prueba de control de calidad
se da una explicaciéon de lo que consiste la prueba, luego se presenta el gréfico respectivo,
resultado obtenido y se finaliza con la interpretacion y recomendaciones generadas (Figura

1),

Es importante mencionar que ambos de estos informes automatizados, generan un ti-
mestamp en la metadata del archivo y el encabezado. Por medio del paquete de Knitr y
la adecuada programacién con RMarkdown es posible generar estos reportes en distintos
formatos. En el primer formato, PDF, la informacién dentro del reporte se encuentra fija y
estatica. En el segundo formato, WORD, permite modificar el texto del reporte, haciendo
que este sea modificable y editable, como se puede evidenciar en la Figura[16] El tercero, el
formato HTML, permite que los graficos sean de naturaleza interactiva y que los reportes
puedan ser explorados desde cualquier navegador (Figura .
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Figura 11: Vista condensada de resultados de una muestra individual en el Dashboard.
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Figura 12: Pantalla modal con la interpretacion generada para la prueba de Per base sequence
content en el Dashboard.
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Figure 2. General statistics by sample

General quality control results

DashQC Report - 2022-10-05 11:20:07

General report generated for samples: SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228, SRR17608229,
SRR17608230.

The most warnings were raised by the Adapter Content test, for the specific samples: SRR17608225,
SRR17608227, SRR17608228, SRR17608229, SRR17608230.

The most failures were raised by the Overrpresented sequences test, for the specific samples
SRRI17608225, SRR17608227, SRR17605228, SRR17608229, SRR17608230.

Quantitative general statistics contain variables such as duplicate reads, guanine-cytosine content, and

total reads. This plot allows the visualization of these variables for comparative analysis between samples.
Table 1. Tests results summary and distribution

Duplicate reads should not be a high percentage as it may indicate enrichment bias, like POR over ampli-

W ficalion or & very high level of coverage of the Largel sequence. GC-Content is expected Lo vary depending
Reswlt . 0n on the subject sample. The total reads represent the total number of reads done for each sample during the
Tests Passed 17378 sequeneing run and the expected amount depends on the proposed goal.
Tests Warned 10 222
Tests Failed 18 400 y . .
Total tosts porformed 45 1000 Figure 3. Samples results proportion by tost
Figure 1. Results count summary by sample . e
e
“ [ e f o

RN

-y The plot above shows the results proportion obtained in each standard QC test. A complete red bar

indicates that all the samples failed that test. On the other hand, a complete blue bar indicates no problems
encountered at all. If a test contains only a small % of fail or warning, then the individual analysis is
recommended to find out what went wrong with those samples.

The plot above shows the test results count by each sample, making it simple 10 identify differences among

them and spot, if any, have a deficient performance. References

« Babraham, B. (2019). FastQC: A quality control tool for high throughput sequence data. https:

v,
« Tllumina. (2021). FASTQ files explained. https:/, il / Fasta-fil
explained html
1 2

Figura 13: Reporte general generado en formato PDF.

Per base sequence quality

) This Lest, evaluates Lhe range of quality values across al bases al each position in the FastQ file. The y-axis
Quality control results - Sample: SRR17608225 on the graph shows the quality scores. The higher the score the better the base call

DashQC Report - 2022-10-05 11:20:22 Figure 1. SRR17608225 Per basc sequence quality: PASS

ean quaity

Table 1. Sample SRR17608225 basic statistics summary

Measure Value

Tilename SRR17608225.fustq

File type Conventional base calls

Encoding Sanger / Ilumina 1.9 ‘“
Total Sequences 6157292

Sequences lagged as poor quality 0

Sequence length 8150 w
%GC 55

Qualty score

Basic Statistics contains a simple composition statistics for the sample analysed.

Filename: filenan

o of the file which was analysed.

Filo type: whether the file had base calls or colorspace data which had to be converted to base calls

Encoding: ASCIT encoding of quality values. o
Total Sequences: count,of the total mimber of sequences processed.

Filtered Sequences: number of sequences removed.
Sequence Length: length of the shortest and longest
l;'géh ;“éycmf&“f‘l‘)‘e is ""’"ﬁ"d The y-axis shows the quality scores. The higher the score, the better the base call. The background of the
. HGC of ases in all sequences. graph divides the y-axis into very good quality calls (green), calls of reasonable quality (yellow), and calls
of poor quality (red).

quence in the set. T all sequences are the same

Table 2. Sample SRR17608225 results summary and distribution This plot shows an overview of the range of quality values across all bases al each position in the Fast(Q file.

- No warning or failure was issued, test passed. For any base, no lower quartile is less than 10 quality score
Pass Warn  Fail and no median is less than 25 quality score.

n 3 2 4

% 333 222 44

The sample results summary indicates the amount of tests passed, warned, and failed of the sample analysed
The % allows the measurement of the proportion for cach test indicator from a total of 9 tests performed.

Figura 14: Reporte individual generado en formato PDF.
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Per sequence quality scores

t fa subset of

Figure 2. SRR17608225 Per sequence quality scores: PASS

“This plot allows you to sea if a subsat of the sequences have low quality valuss. It is often the casa that a subset of sequences will have,
universaly poor quality, however these shouid represent only a smal percentage of the total sequences. No warning or faiure was issued, test
passed. The error rate is less than 0.29%, the most frequently observed mean qualty is above 27.

Per base sequence content

“This test analyses the proportion of sach base position in a fil for which each of the four normal DNA bases have been called. The lines in this
plot should run par ‘They shouid jgely

Figure 3. SRR17608225 Per base sequence content: FAIL
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Per sequence GC content

This test measures the GC content across the whole length of each sequence in a file and
compares it to a modelled normal distribution of GC content.

Figure 4. SRR17608225 Per sequence GC content: FAIL

r—

The test measured the GC content across the whole length of each sequence and compared
it to a normal distribution. Failure raised. The sum of the deviations from the normal
distribution represents more than 30% of the reads. This unusually shaped distribution
could indicate a contaminated library or some other kind of bias in the sample.

The Shapiro-Wilk normality test was published by Samuel Sanford Shapiro and Martin
‘Wilk. The null-hypothesis of this test is that the data is normally distributed. If the p-value
is less than the chosen alpha level, then the null hypothesis is rejected and there is evidence
that the data tested is not normally distributed.

The results of this test upon the GC content data indicate a p-value of 6.885e-18.

English (United States) 1T 3 Focus =Y

Figura 16: Reporte individual generado en formato WORD.
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CAPITULO 8

Discusién de resultados

8.1. Pipeline DashQC

El valor del pipeline realmente proviene del funcionamiento en serie de sus componentes.
Esto requiere del disefio adecuado de flujo de datos. Es por esto que a lo largo de todo el
script de preprocesamiento, se incluyeron validaciones por partes y se comunicod a través
del logger, si se aprobaron o no. Esto lo que permite es detener, documentar y notificar el
proceso donde no se obtuvo lo esperado. Al crear estas validaciones se estd hablando no
solo de calidad del dato, si no también de forma y estructura esperada. Cualquier fallo en
estas caracteristicas significaria un mal funcionamiento del pipeline completo por efecto de
cascada, y por eso su importancia. Estas validaciones, incluso, permiten encontrar archivos
problematicos con necesidad de limpieza y depuraciéon o incluso de descarte. Parte de la
magia que existe detrds de un pipeline, es que puede ser desarrollada por componentes
diferentes con propositos especificos. En el caso de este trabajo, fue ese el acercamiento que
se implemento.

El tiempo es un elemento que juega un papel importante en toda investigaciéon o proyecto.
Parte de los beneficios més grandes que brindan los pipelines es la automatizacién. No hay
razén alguna para no volver automatico cualquier proceso que se realiza de la misma manera
miultiples veces. En el area cientifica, no hay tiempo que desperdiciar, y en muchos casos,
se puede utilizar el desarrollo de software para crear estas automatizaciones que permiten
dedicar mas tiempo a otros enfoques, como lo es, el propio anélisis de resultados. Por medio
del pipeline DashQC' se logra una automatizacion completa de todo el proceso que toma
correr el control de calidad para un conjunto de muestras. Lo que significa que no se gasto
energia ni tiempo adicional en hacer ese proceso de forma individual y tener que buscar
informacion en multiples archivos para comparar entre ellos. El proceso manual, en especial
para grandes nimeros de muestras, puede resultar agotador, repetitivo e incluso llegar a
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producir errores accidentales. Cabe resaltar que la principal importancia de implementar
el pipeline Dash@QC' es por la capacidad que tiene de hacerse cargo del trabajo pesado y
habilitar més tiempo para analizar con detenimiento los resultados con el fin de facilitar la
comprension de lo obtenido y robustecer la toma de decisiones.

La manera en la que fue disenado este pipeline abre las puertas a ser utilizado dentro de
marcos de trabajo méas grandes. Resultaria bastante sencillo conectar los datos de entrada
a una base de datos e involucrar a Dash(Q)C' como el componente de previo al trimming
y filtering en un estudio de gran inversién, por ejemplo. También podria conectarse a los
datos de salida de un secuenciador, en un laboratorio donde se haga investigaciéon geno-
mica. Incluso, el pipeline podria usarse para depurar de forma rutinaria bases de datos de
secuenciacion de nueva generacion y crear datasets curados. Su interoperabilidad con otras
herramientas es el valor agregado del correcto diseno de un pipeline con puntos de entrada
y salida estandar.

8.2. Dashboard DashQC

La visualizacién adecuada de la informacién realmente puede hacer un impacto en cémo
se interpreta y las conclusiones que se pueden sacar de ella. La visualizacion grupal del dash-
board demuestra ser de gran utilidad por que permite al usuario tener una visién general
sobre el desempefio de las muestras utilizadas (Figura . Esta seccion es de suma impor-
tancia cuando se esta realizando una investigacién con gran cantidad de muestras, dado que
permite identificar aquellas que son deficientes en calidad rapidamente sin necesidad de invo-
lucrar un proceso manual de recolecciéon de datos a nivel macro. Por otro lado, permite una
forma de realizar comparaciones entre las muestras y conocer la frecuencia de aprobaciéon o
desaprobacién obtenida por cada una. De igual manera, esta seccién hace posible conocer si
es una prueba de especifica la que esta afectando al conjunto y en que medida lo hace
(Figura. Los graficos y tablas pueden ser exportados y ser de gran utilidad para tener re-
gistros para conjuntos de corridas o formar parte de un analisis posterior que el investigador
desee. Por ejemplo, el grafico de General statistics by sample (Figura se puede utilizar
para verificar que no exista sobre-amplificaciéon por [PCR/ o niveles altos de duplicacion en las
muestras seleccionadas. También puede utilizarse para asegurar que no hay contaminaciéon y
que las muestras si son del organismo secuenciado por medio de la comparacion del %GC con
el porcentaje teorico del organismo. Con el grafico de Results summary by sample (Figura
se simplifica la identificacion de las diferencias entre resultados por muestra y se facilita
la deteccién de alguna con rendimiento deficiente.

Parte de la virtud de tener un componente interactivo en el pipeline es que es posible
navegar los datos de forma especifica y detallada. La seccién de visualizacién individual
(Figura @ se desarrollé de tal manera que habilita al usuario recorrer la informacion espe-
cifica de una muestra; no solo con el fin de conocer sus resultados por cada prueba estdndar
de [QC, si no también permitir interactuar con los datos puros y recibir una interpretacion
textual explicando las razones claras de los resultados de aprobacién de dichas pruebas.
Evidentemente esta es una seccion de anélisis més especifica y no pretende solamente dar
“un vistazo rapido“, como lo es la seccién grupal, por el contrario, estd desarrollada para
habilitar la profundizacién sobre una prueba o corrida puntual. Sin embargo, se afiadié una
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forma de hacer la navegacion de esta pagina lo mas amigable y entendible posible por medio
de 2 botones.

El botén de Test guide, como explicado previamente, habilita el modo guia, en donde
aparece un panel de control, donde se puede navegar y avanzar paso a paso por los contenidos
de la seccién de resultados individuales. Es decir, esta herramienta conduce al usuario,
prueba por prueba, indicandole el recuadro sobre el que se debe enfocar (como una lupa)
y proporcionando informacién general de cada prueba de control de calidad como se puede
observar en la Figura Esto lo hace de tal forma que se le da al usuario la teoria resumida
que hay detras de cada una de las pruebas. Es informacién de soporte que esta a la disposicién
del usuario y evita que tenga buscar algin tipo de manual o documentacién en internet,
ahorrando tiempo en la practica. La opcién de Test guide se puede utilizar cuantas veces se
desee e incluso apoyarse de ella para una presentacién introductoria a los anéalisis individuales
de una muestra, siendo asi, un agregado valioso a esta seccion de Dash@QC. El segundo botoén,
el botéon de Collapse all deja tinicamente visible los nombres de las pruebas y sus iconos
indicadores de aprobacion, alerta o desaprobacion, lo cual reduce la cantidad de contenido
visual presentado al usuario en esta secciéon y le habilita la opcién de expandir iinicamente
aquellas pruebas que desee ver (Figura. Es una herramienta que simplifica el contenido
presentado en la seccion y puede utilizarse como un atajo para ver informacion especifica.

Los graficos de los modulos de la seccidon de resultados individuales fueron recreados
interactivamente y su disenio fue mejorado para volver el proceso de comprension lo més
intuitivo posible. Por ejemplo, la utilizacién de colores de fondo para los rangos de aprobaciéon
en la prueba de Per sequence quality score (Figura, la adicion del %GC en linea punteada
a la prueba de Per sequence GC content (Figura o la aplicaciéon de smoothing al grafico
de Per base sequence content (Figura. Estos y otros cambios aplicados a la visualizacién
también le dan una modernizacion a los graficos estandar de FastQC que se han visto desde
siempre. Adicional a esto, se trabajo en crear un componente capaz de construir textualmente
interpretaciones basadas en la literatura y naturaleza de cada prueba de [QC. Estas son de
suma importancia para poder comprender la razoén especifica de un resultado y acompafnan
al usuario de una explicaciéon, con la cual, respaldar lo que se estd observando en cada
modulo. Cabe agregar que no es necesario tomar un screenshot o copiar y pegar estas en un
documento aparte para guardarlas ya que son las mismas interpretaciones que se adjuntan
en los reportes. De tal forma que si se desea archivar multiples interpretaciones, graficos o
resultados es més conveniente aprovechar de la seccién de reporteria y tener esto consolidado
en un documento cientifico, debidamente identificado.

La seccién de reporteria, apreciable en la Figura justamente cumple el propoésito de
guardar y compartir los resultados de los analisis. Ademas, como mencionado anteriormente,
por medio del sistema de timestamping incluso se puede documentar y tener trazabilidad
sobre corridas de secuenciacion (en caso se estén generando archivos FASTQ propios) o
muestro (seleccion de una base de datos local u online). El valor agregado de la seleccion
de la tecnologia RMarkdown es la posibilidad de programar un documento para poderse
generar en multiples formatos, permitiendo tener estos reportes disponibles de forma esté-
tica, interactiva y editable. El formato PDF (estatico) esta pensado para ser un documento
de almacenaje y registro de lo ocurrido con una muestra (bastante ttil en sistemas de tra-
zabilidad) (Figura [36] y [37). Mientras tanto, el formato HTML (interactivo) esta pensado
como una forma de presentacion y exploracion de los datos que puede ser utilizado como
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un snapshot del dashboard en vivo (Figura [15). Por otro lado, el formato WORD (.docx)
tiene como meta ser utilizado como un punto de partida para elaborar un informe més
personalizado por medio de la ediciéon de los contenidos, adicion a las interpretaciones y/o
explicaciones o, si fuese necesario, eliminaciéon de algin contenido no deseado (Figura .
La idea del tablero es sobrepasar cualquier impedimento relacionado al anélisis y explora-
cion de datos, y proveer al usuario con todos los recursos necesarios para sacar sus propias
conclusiones. Esto convierte a Dash@QC' en una herramienta con validez cientifica y de uso
profesional.

8.3. Alcance de objetivos

En base a los resultados obtenidos, es posible concluir que se han cumplido los objetivos
planteados. El pipeline Dash@QC' es capaz de recibir como entrada archivos FASTQ, realizar
pruebas de control de calidad estandarizadas (FastQC) y desplegar los resultados de forma
interactiva con distintas herramientas para asistir en la interpretacion de los resultados. Estas
herramientas incluyen graficas interactivas, secciones de visualizacién grupal o individual,
guias paso a paso, cuadros informativos y reporteria automatizada. El presente proyecto se
ha llevado a cabo con éxito por medio de la creaciéon de dicho pipeline, que presenta una
nueva forma de realizar el control de calidad de multiples muestras de datos de secuenciacién
de nueva generacion.

8.4. Dificultades y retos

Durante el desarrollo del proyecto sin duda se encontraron varias complicaciones que
realmente fueron un desafio. Una de ellas fue con la lectura agregada de los archivos ZIP
producidos luego de pasar los archivos FASTQ por el control de calidad. El paquete de
fastqer fue de gran ayuda para sobrepasar este bloqueo, sin embargo, la documentacion era
algo confusa sobre cémo solucionar problemas de memoria, paths y pardmetros de las fun-
ciones. Sin embargo con un poco de exploracion y testing, se comprendio el funcionamiento
y posteriormente se logré hacer la lectura adecuada. Otra de las complicaciones principales
fue crear la composicion de la estructura de datos disenada (DQC.RData), ya que el codigo
debia contemplar una forma estructurada y escalable para almacenar la informacién cruda
de n muestras y permitir su legibilidad parametrizada luego (para el dashboard). Para esto
se us6 un proceso iterativo, donde por medio de un ID de la muestra se guardaban sus datos
en un objeto consolidado (un diccionario de diccionarios de cuadros de datos).

Cabe agregar que a la hora de diseniar los reportes grupales e individuales no hubo mucha
problematica por que se trabaj6 con una versiéon del DQC.RData precargado. Se encontraron
dificultades hasta el momento de anexar la generaciéon de estos reportes al dashboard. Esto
se debe a que el tablero cuenta con un ambiente de variables al cual los RMarkdown debian
tener acceso y ser capaces de realizar manipulacion sobre esos datos para hacer filtrado (en
el caso del reporte individual, que es parametrizado segin la muestra seleccionada). Luego
de un estudio detallado del funcionamiento de ambientes y jerarquia de datos en shiny se
logré sobrepasar este reto.
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En la seccién de resultados individuales, fue un reto lograr que salieran iconos reactivos
de aprobacion, alerta o fallo al lado del nombre de cada médulo. Fue uno de los desafios
principales por que la comunicacién del server con el ui en el tablero tiene sus limitaciones y
los bozxes de shiny realmente no estan pensados de esta forma. Después de realizar diferentes
intentos se logré codificar estos iconos reactivos con ayuda de funciones reactivas, HTML y
CSS para el estilo. Finalmente, el tltimo reto a recalcar fue uno que no fue posible cumplir. Se
tenia la idea de poder hacer una version del pipeline que inicamente genere el DQC.RData
v luego fuera posible cargar este archivo a un tablero online; sin embargo, tras multiples
pruebas y extensa investigacion, se abandoné la idea ya que no se encontrd una solucién
robusta para este desafio. No obstante, esta dificultad fue de gran ayuda para definir el
limite de la tecnologia utilizada en este proyecto.

8.5. Pasos a futuro

Como ha sido mencionado en otras secciones de este trabajo, el crecimiento acelerado de
la informacién biolégica disponible y la facilidad de su obtencién ha inspirado al desarrollo
de herramientas para la investigacion de datos de secuenciaciéon, como lo es Dash@QC. La
necesidad de herramientas para poder trabajar con estos datos es inminente. Lamentable-
mente, muchas herramientas existentes no reciben actualizaciones frecuentemente y con el
paso de los anos se vuelve complicado incluso correrlas, por el simple hecho de que su do-
cumentacion es escasa y hay que configurar un ambiente con versiones de software antiguo.
Los planes de Dash@C a mediano plazo consisten principalmente en mantener el pipeline
funcional conforme van saliendo nuevas versiones de los paquetes y librerias que utiliza; ma-
durando el codigo. Por otra parte, gran cantidad del software existente o servicios de control
de calidad y depuracién de datos de secuenciacién tienen altos costos por cada una de las
muestras. Dash@QC utiliza software y librerias open source para poner a disponibilidad estos
servicios sin ningtn costo para fines educativos, y los planes a largo plazo son mantener esta
idea, es decir, este es un proyecto para la academia.
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cAPiTULO 9

Conclusiones

DashQC' presenta un flujo de procesos que automatiza, asiste y presenta el control de
calidad de datos de secuenciacién de nueva generaciéon de forma visual, interactiva e in-
tuitiva. Se ha creado con éxito un pipeline capaz leer multiples archivos FASTQ, realizar
su control de calidad y representar los resultados con una herramienta grafica (dashboard),
permitiendo asi un acceso interactivo a los datos. Ademas, se ha logrado implementar exi-
tosamente un proceso guiado para la comprension de las pruebas y resultados de control de
calidad, interpretaciones y recomendaciones por aplicar. De igual forma, se cre6 un sistema
de reporteria que permite al usuario generar reportes para almacenar o compartir de forma
estatica, interactiva o editable los resultados de sus analisis con validez cientifica y trazabi-
lidad. DashQC, al ser una herramienta open source y capaz de formar parte de un marco de
trabajo més grande, se convierte en una ventaja en cualquier estudio o anélisis que se desee
llevar a cabo.
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capituLo 10

Recomendaciones

La metodologia descrita para el proyecto de DashQC' es bastante eficiente ya que, los
pasos posteriores se basan en la elaboracién de los pasos anteriores, es decir, el progreso
es acumulativo. Sin embargo, esto puede representar una desventaja, ya que el atraso en
uno de los pasos de la metodologia puede representar un cuello de botella critico, por lo
que se recomienda compartimentalizar el proyecto por médulos de c6digo que funcionen por
individual, acompanados de chequeos de QA y requisitos. Adicionalmente, es recomendable
tomar en cuenta el versionando adecuado de librerias ya que existen algunos paquetes que
requieren de versiones anteriores de otras librerias para cumplir con sus dependencias.

Con respecto a la capacidad computacional disponible, se sugiere adaptar el ntimero de
threads utilizadas para correr fastgc con el pipeline DashQC' a las capacidades del equipo
disponible, tanto en investigacién, como en laboratorio. Por otro lado, es importante men-
cionar que al trabajar con documentos Rmarkdown en formato PDF y WORD desde un
dashboard, los tiempos de la renderizacién aumentan en relacién a la cantidad de figuras y
contenido que estos contengan, por lo que se recomienda trabajar con reporteria en formato
HTML si se desean tiempos cortos/instantaneos de generacion y descarga. Finalmente, se
aconseja siempre tomar en cuenta selecciones de paletas de color apropiadas para la correcta
visualizacion de los datos. Para el caso de Dash@QC' se contemplaron incluso distintos tipos
de cegueras de color, para hacer el dashboard apto para todo piblico, tanto en una pre-
sentacion formal de resultados, como un componente de una investigacién o parte de una
documento /publicacion cientifica.
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CAPITULO 12

Anexos

12.1. Versiones del software utilizado para el desarrollo

12.1.1. Version de R y sistema

= R:4.0.2
» Plataforma: x86 64-apple-darwinl7.0 (64-bit)

s Desarrollo: OS X 12.1

12.1.2. Paquetes de R base

= stats

= graphics
= grDevices
= utils

= datasets
= methods

= base
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12.1.3. Paquetes de R adicionales

rmarkdown _2.10 knitr 1.33 hash 2.2.6.2 shinyjs 2.1.0 | rintrojs_0.3.0
fastqer 0.1.2 forcats_0.5.1 stringr 1.4.0 purrr_ 0.3.4 readr 2.1.2
tibble 3.1.3 tidyverse 1.3.1 htmltools 0.5.1.1 DT 0.18 tidyr_1.1.3

data.table 1.14.2 dplyr 1.0.7 shinyBS 0.61 plotly 4.10.0 | ggplot2 3.3.5

kableExtra 1.3.4 | fontawesome 0.2.2 | shinydashboard 0.7.1 | rstudioapi 0.13 | shiny 1.6.0

Cuadro 2: Tabla de paquetes R y versiones utilizadas para el desarrollo del pipeline

12.2. Pipeline DashQC

12.2.1. Ejecucién del pipeline

1. Verificar que el equipo tenga R instalado.
2. Disponer de un directorio con el coédigo fuente de DashQC.

» run_dashqc (Uniz Ezecutable File)

= Setup.R

= Preprocess.R

= app.R

= group report.Rmd y indiv_ report.Rmd
» Carpeta www del proyecto (CSS y assets)

3. Colocar archivos FASTQ de interés en una carpeta dentro de este directorio bajo el
nombre de "FASTQ”.

4. Correr en un (con disponibilidad de ejecutar scripts en Bash) el siguiente comando:
./run_ dashgc

12.2.2. Documentacion del script del pipeline

o0

EXEE
run_dashqc
166 bytes

Figura 17: Archivo ejecutable para correr el pipeline Dash@QC en Bash y en R.
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DashQC — R « run_dashgc — 91x29

Approx 1@
Approx 10%
Approx 15%
Approx 1
Ap|
for S
for
> for
for SRR17
e for SRR
e for

for SRR1

Approx 10% c

Figura 18: Ejecucién en curso del pipeline de Dash@QC' en la linea de comando.
[ X J DashQC — R « run_dashqc — 93x19
[ELLE] LW built under R version 4.0
pro n Patte

owing object

Listening on http:

Figura 19: Vinculo local provisto por el pipeline para la visualizacion del dashboard.
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12.3. Mobdulos de la seccion de resultados grupales del dash-
board.

General statistics by sample -

®  Duplicate reads (%) —@— GC Content (%) [l Total reads (n)

Percentage (%)
Quantity (n)

Sample

Figura 20: Grafico del modulo de General statistics by sample del dashboard.

Samples results by test -

W Fail (%)
B wam (%)
W pass (%)

Percentage (%)

Figura 21: Grafico del modulo de Samples results by test del dashboard.
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Results summary by sample

4 B Pass(n)
M wamn (n)
W rail (n)

Quantity (n)

Sample

Figura 22: Grafico del médulo de Results summary by sample del dashboard.

Results summary by test -

© Warned © Failed

o |

Test Count Samples
Adapter Content 5 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228, SRR17608229,
= SRR17608230
Sequence Length
N 3 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228
Distribution
ot ey 2 SRR17608229, SRR17608230
content
Showing 1 to 3, of 3 tests Previous ‘ 1 Next

Figura 23: Tabla del modulo de Results summary by test del dashboard.
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[ ] AutoSave @ oFf

Home Insert Draw Page Layout

[ .
& B I

Calibri

Test

Adapter Content

Sequence Length Distribution
Per sequence GC content

RAB B D

Formulas

v A A

Count

‘B summary_warned

ETE] Review View Developer () Tell me 2 Share [J Comments

© 0/ ., [EH conditional Formatting v
— /0

Alignment

7 Format as Table v

Number Editing Analyze

[Z cell styles v Data

DashQC
Samples
5 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228, SRR17608229, SRR17608230
3 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228
2 SRR17608229, SRR17608230

1
2
3
4
5
6
7
8
9

=
=

-
=

Sheet1

Ready I]‘ , Accessibility: Good to go

Figura 24: Tabla exportada en excel del médulo de Results summary by test del dashboard.

@ © summary_failed.csv M  Open with Microsoft Excel

Test Count Samples

Overrepresented sequences 5 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228, SRR17608229, SRR17608230
Per base sequence content 5 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228, SRR17608229, SRR17608230
Sequence Duplication Levels 5 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228, SRR17608229, SRR17608230

Per sequence GC content 3 SRR17608225, SRR17608227, SRR17608228

Figura 25: Tabla exportada en CSV del modulo de Results summary by test del dashboard.



12.4. Mobdulos de la seccion de resultados individuales del
dashboard.

@ Per base sequence quality

@ Interpret @ Info

40 I Box Whisker
Mean Quality
35 7 l

30

—il
—
—il
— i
—

——l
I

25

Quality score

15

10

=N WA VN @Y NN W WA AUV OO N N ®E @O O e e e e e e e e e e
SRS EEEEEEEEREEREEER]

T I I I T S N R - S N SRR S S S-S A A o A A A

B - - e B - - S e T

S O = = NN W W A B

Position in read (pb) # © » 0 &0 &0 Hr0

Figura 26: Grafico del modulo de Per base sequence quality del dashboard.

@ Per sequence quality scores -

@ Interpret

2M

Count (n)
-
=z

0.5M

Figura 27: Grafico del modulo de Per sequence quality scores del dashboard.
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© Per base sequence content

@ Interpret

—G
—A
—C
—T

Sequence content (%)

)
- ~N w » w o ~N @ o - - ~N N w w S 5 w w @ o ~ ~N @ @ o o =3 - - - - - - - - - -
DS EEE A EEEEE-EEEEEE R EEE
R I O I N - A A A
» o » o » o > - » o > o » - & -] » A= - S - - : )'; - ; ; :
-
Position in read (pb) 2826 X¥B YRS

Figura 28: Grafico del modulo de Per base sequence content del dashboard.

© Per sequence GC content -

@ Interpret @ Info

3M m

Count (n)

RN I R R E N EE R EEEE Y
NoOoRXaRNGSEINGOEINGOERNOQ

GC content (%)
Shapiro-Wilk normality test p-value: 6.885e-18

Figura 29: Grafico del modulo de Per sequence GC content del dashboard. Asiste la significancia
estadistica con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.
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@ Per base N content

@ Interpret
1
0.8
0.6
)
R
<
=z
0.4
0.2
0
W N0 =N W R DN D0 e e e e
O o o L . o R T T
P VR - SR TR S A A A A
W O OV O OV OV OV OV O & = = e
O = N W b
© v v v v

Position in read (pb)

Figura 30: Grafico del médulo de Per base N content del dashboard.

© Sequence Length Distribution

@ Interpret

3M

N
u
z

Count (n)
~
=z

-
I
=z

M

6-S
6T-ST
62-SC
6€-SE
6v-St
6S-SS

6ET-SET

o
&
=
i
ePISPTR___

69-59
6L-5L
68-58
66-56

601-50T ¥

6TT-STT
621-521

Sequence length (pb)

Figura 31: Grafico del modulo de Sequence Length Distribution del dashboard.
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© Sequence Duplication Levels -

@ Interpret
100 B Deduplicated sequences  [ll  Total sequences
80
2
= 60
c
o
=
m
k]
B 40
a
20
0 - - L -
- ~N w H w o ~ @ o v v v v v v v
MO A A A
o o o o x x o
=] = :

Duplication level

Figura 32: Grafico del modulo de Sequence Duplication Levels del dashboard.

© Adapter Content -

@ Interpret
Tllumina Universal Adapter s lllumina Small RNA 3' Adapter === Illumina Small RNA 5' Adapter
10 Nextera Transposase Sequence SOLID Small RNA Adapter
8
2 6
<
.
9
P
a
]
g 4
2

»wmwou»—-wwnww&bAmma\mmuwwzmw\o-—uuu»——u-u»
NOPOILONQAOROINAOLONAOLOINOIOIIERARREREEY
I I I I S A N SR S S TR S-S e A S

W N =Y WN =0 WN O W N O WN e e e e e e e e e e

O O O = = NN N WW

Position in read (pb) R

Figura 33: Grafico del modulo de Adapter Content del dashboard.
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© Overrepresented sequences -

@ Interpret
o ][
Percentage Count Sequence
50.0 3,078,646 AACTCTAA
5.4 334,558 CGGGTGGGAACACGTTTTTCAGGTCCTCGAGCACTGTCAGCCGGGTGC(
48 296,309 CGGGTGGGAACACGTTTTTCAGGTCCTCTAGCACGGTGAGCCGTGTCCC
4.6 280,753 CGGGTGGGAACACGTTTTTCAGGTCCTCTGTGACCGTGAGCCTGGTGCC
3.8 236,775  CGGGTGGGAACACGTTTTTCAGGTCCTCTCCAGGCACTGTCCTCAGGAT!
3.6 218,588 CGGGTGGGAACACCTTGTTCAGGTCCTCTAGGATGGAGAGTCGAGTCCC
35 215.741 CGGGTGGGAACACCTTGTTCAGGTCCTCTACAACTGTGAGTCTGGTGCC
Showing 1 to 10, of 20 tests Previous ‘T‘ 2 Next

Figura 34: Tabla del médulo de Overrepresented sequences del dashboard.

12.5. Seccién de reporteria

< DashQQC  sninractws s vty convorio

Menu

& Group results

Generate reports

© Individual results

B Reports General report Individual report

X SRA Neel
Document name Select sample

© Code @RHD DashQC Report SRR17608225 -

Document format Document format

© POF © HTML © Word © POF  HTML * Word

& Download & Download

Note

The PDF and Word reports may take some time to

roport is ready.

Figura 35: Seccion para la generacion de reportes general o individual del dashboard.
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Per base sequence content
T tet anlyses the proportin ofcach base posiio il for which ench ofthe four normal DNA bases
Have bocn callod. The s i thi plt should run paralel it each other. They shonld not bo hugely

imbalanced,

Figure 3. SRR17608225 Per base sequence content: FAIL

Sequence content (%)

Thi ot shom dho proportion of sch s poion fr which sch f the o el DIV b b
caled, 1 s expeied that there wonld b Ll o o cifeenc bewen the bass of 8 semence
oy s the lnes 1 i plt should run paralel wih o s Tl vl G b A

T, or G 1t © roter than 205 v fomnd .l bt Stror usually indicate
there ed i b contminaing vk Trar. Ther cons b aa been .
yatenaic prble, curiog the seéacing of the Horary the Felaive amount of éah base &bl not ba
Ty imbeanced from each ohr

Per sequence GC content

This test measures the GC content across the whole length of each sequence in a fle and compares t to
‘modelled normal distribution of GC conteat.

Figure 4. SRR17608225 Per sequence GC content: FAIL

r—

test measured the GC content actoss the whole length of each sequence and compared it to a nomal

distibution. Failure raised. The sum of the deviations from the normal distribution represents more than
the reads. This unusually shaped distribution could indicate a contaminated library or some other

ind of biss in the sample.
e i Wik sty tst was publbed by Saue Sanford S s Mastn Wik T -
hypothesis of this test is that the ly distributed. 1f the p-value is les than the c
v, e gt & et s he b evidenn tht e ot el b ot oy
distibuted.
The results of this test upon the GC content data indicate & p-value of 6.8850-15.

Figura 36: Paginas 4 y 5 del reporte individual.

Adapter Content

This test will do a generic analyss of ll of the Kmers in the library to find thoso which do not havo cven
can find a number of different sources of bias in the library

coverag through tho longth of your reads. Thi
buikding up on the end of the sequences.

whicl can nclude the presence of read-through adapter seq

“The plot shows a cumulative percentage count of the proportion of your library which has seen each of the
adaper sequences at each position. Once a sequence has been seen in  read i is counted as being present
right through to the end of the read 50 the percentages you see will ouly increase s the read length goes on.

WARN

Figure 8. SRR17608225 Adapter Conter

e st petocmed n sl of o the ier i the W o i thos, wich v it s
ibrary which has seer

 cumulative percentage count of the proportion of the i
o e aAnpm scqumou u cah oattion. Any brary vhere oo pmpnnwn Lo e e
sizes are shorter than the read length wil trigger this test. A warning was issued. There was ot least one

e e e . ore o 55 f s, T d«:utlnd‘ml-uprublunumm. just that the
sequences will need to be adapter trimme before procceding with any further analysi

Overrepresented sequences

“This tost lists ll of the sequence which make up more than 0.1% of the total. For each ovorropresented

st progan il o mico . b of common ot wil o e e
bit it finds, i & it docsn't necessarily mean that this is the source of the contamination, but may
eink you b the g dvcion

Table 3. SRR17608225 Overrepresented sequences: FATL

porcenage count Seauence
54 s
i 20300
a6 21ms0
as 2701
20 176360

otk it ol ch suseswhich ks up mors chn 1% of e ttal. o ench craspronntad
s the tst ookod o mtches i databus of commen, contaminants e eportd tho s

re raied s ot oat one soquence fouad Y reprecat more tha 1% of the total. T
could mean u...\ P ———— R T
or not vary diver
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12.6.

12.6.1.

El usuario de prueba objetivo para el pipeline idealmente son profesionales y estudiantes
de las carreras de Bioinformatica, Bioquimica, Biotecnologia y Biologia. Para realizar las
pruebas y la obtencién de retroalimentaciéon del funcionamiento de las secciones del pipeline
se realizo la busqueda de estudiantes y graduados (de ser posible) en estos campos y también

Perfil de usuario de prueba

cientificos involucrados en el area de investigacién genémica.

12.6.2.

Retroalimentacion

Pruebas de usuario con el uso del pipeline.

Puntuacion de Utilidad (0-10)
Usuario de Prueba 5 — Comentarios del Usuario Observaciones Propias
de QC| Informe de QC| Sistema de trazabilidad | Producto final
Piensa que es un sistema necesiado y hubiera Se vi6 sorprendida la persona, no creia que
1 @] 10 (@] 10 (@] 10 (@] 10 @] 10 querido contar con esta herramienta para varios fuera posible volver los resultados
proyectos, por que le tocé hacerlo manual. “interactivos".
Mira dificultad en el sistema de trazabilidad por que|  Seria de explorar cual esa forma mas
2 ] 10 ] 10 @ 10 8 @ 10 cree que algunos laboratorios las personas tienen su| comprensible de implementar esto o la més
propio orden/carpetas etc. usada.

Cree que el sistema de trazabilidad es bueno pero | Debo investigar este tema de una carpeta

3 @] 10 @ 10 @ 10 9 @] 10 mejoraria si se pudiera ver en "Drive", o de forma | compartida, suena interesante el tema de
compartida. "guardar" enla nube.
Dice que es una herramienta muy itil y da como
recomendacion asegurarse que el informe se | En efecto, el informe es este el objetivo que

4 @] 10 9 <] 10 <] 10 ] 10 . N nasegurarse d 5 cmetivod

diferencie de los informes viejos que siempre han busco, va en buen camino.

generado las herramientas de QC.
Me parece una excelente herramienta, sera bueno
ue hubiera una forma de definir para Su ion es algo que

5 ] 10 ] 10 e 10 e 10 ] 10 e N bty agoae

limites que se puedan definir para avisar sinose | definitivamente hay que considerar en incluir.

cumple una prueba de QC.

Figura 38: Primera recoleccion de feedback y punteo por secciones

de DashQC.

Puntuacion (0-10)
Usuario de Prucba Cambios aefectuar
Componente de aC Resultados grupales Resultados individuales Interpretaciones Reportes
’ Faciltar fa visibiidad de diferencias en
No es muy clara la diferencia do %GC en las |0y, 3¢ g tas muestras (ineal). Ajuste
1 9 10 ] 10 © 10 10 muestras (resultados grupales) y para "Per | 4o’y 5100 ato.-scale. Hacer los box-plots|
base sequence qualiy” no se ven muy claros
més definidos y exactos. Cambio de
los Box plots.
color? Constraste
st 05 | s i g
2 < 10 10 < 10 8 10 e = L introductoria sobre cada una de las.
|botones de "Interprot". Me gustaria comprender oore <@
también sobre qué tratan las pruebas. &
No comprendo mucho quo es cada prueba, la | Con esto, seré necesario una pégina de|
s 0 10 o 0 o . intorprotacion ayuda pero aigo més falta. glosario? o Solo un link a la
Talvés una seccién de glosario o aigo para | documentacién de FastQC? o La guia
“sabor més'? introductoria?
Me gustaria poder indicarlo a DashQC e/ | Permiti al usuario defini el nombre del
nombre de mi corrida o experimento, parano | informe grupal. Permitiendo que le
¢ © © ° © ° © 1 ° perder los rosultados generales a la horado | apode como desee y lleve su control
guardar un reporte. propio.
Habiltar generacién en WORD de los
Los reportes autométicos suenan muy bien, os | Havar generacion en WORD delos
5 9 10 © 10 © 10 7 puedo editar y poner en el formato que deseo? | "°P°"eS Y K
un timestamp para los datos dentro del
Como se de que focha o corrida son?
PUNTEO PROMEDIO & 9.4 9.8 © 10 (] 9.4 9.4

Figura 39: Segunda recoleccion de feedback y punteo por secciones de DashQC.
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12.6.3. Pruebas con usuarios

Figura 41: Usuario de prueba generando informes en PDF con el médulo de reporteria de DashQC.

72



Figura 43: Usuario de prueba comparando los resultados en PDF con una muestra individual en el
dashboard.
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Figura 44: Usuario de prueba utilizando la seccion de resultados individual y las interpretaciones
de DashQC.

12.7. Simulacién de visién de colores segiin tipos principales
de ceguera de color.

True Prot. Deut. Tit. Dtam.

Figura 45: Comparacion de paleta de colores del dashboard con los tipos de ceguera de color:
protanopia, deuteranopia, tritanopia y deuteranomalia.

(Nichols, [2022)

12.8. Prueba de normalidad de Shapiro—Wilk

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk fue publicada por Alva y Estrada, La
hipoétesis nula de esta prueba es que los datos se distribuyen normalmente. Si el valor-p es
inferior al nivel alfa elegido, se rechaza la hipétesis nula y hay evidencia de que los datos
analizados no estan distribuidos normalmente.
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CAPITULO 13

Glosario

ADN: Acido desoxirribonucleico, contiene las instrucciones genéticas de todos los organis-

mos vivos. [1} 9]

ARN: Acido ribonucleico, molécula presente en todas las células vivas. A diferencia del
ADN, esta formado por una tnica cadena. [, [0]

base call: El proceso de inferir una base (A, T,G,C) a partir del cuéddruple de intensidad.
11

bcl2fastq: Programa hecho por Illumina para convertir archivos de formato BCL a formato

FASTQ.

CLI: Interfaz de linea de comandos. Utiliza una interfaz de linea de comandos para recibir
comandos de un usuario en forma de lineas de texto.

IDE: Entorno de Desarrollo Integrado.
NCBI: National Center for Biotechnology Information.

pb: Unidad que consta de dos nucleétidos unidos entre si por enlaces de hidrégeno..

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, técnica de laboratorio que permite la produc-
cion (amplificacion) rapida de millones a miles de millones de un segmento especifico

de ADN. [[8} 21] [49

QA: Del inglés Quality Assurance, es el conjunto de actividades planificadas y sistematicas
aplicadas en un sistema de gestion de la calidad para que los requisitos de calidad de
un producto o servicio sean cumplidos.

QC: Del inglés Quality control, control de calidad. [7} [29]

SRA: Archivo de lectura de secuencias.
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