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ABSTRACT

RNA-seq has become the tool of choice for transcriptome studies. Transcriptome provides key information about
global changes of an organism under certain conditions at a determined moment. Next-Generation Sequencing
technology has made transcriptomic studies available for everyone, increasing the demands of researchers within the
bioinformatic field. Therefore, in the present review we are describing the bioinformatics workflow, analysis and
applications of RNA-seq. At the same time, we want to present a computing cluster capable to perform bioinformatic
analysis placed in Bolivia, known as CnCaBo.

*Corresponding author: omrollano@umsa.bo

RESUMEN

Spanish title: Análisis bioinformático de ARN-SEQ con una perspectiva para Bolivia. RNA-seq se ha
convertido en la herramienta más utilizada para el estudio de transcriptomas. El transcriptoma nos provee
información clave sobre los cambios globales de un organismo bajos ciertas condiciones en un determinado
momento. Las nuevas tecnologías de secuenciación masiva han permitido que la investigación en el área de la
transcriptómica esté al alcance de todos, incrementando la demanda de investigadores en el área de la bioinformática.
Es por eso que el presente artículo de revisión pretende contribuir al conocimiento del análisis bioinformático de
transcriptómica mediante RNA-seq y sus aplicaciones. Al mismo tiempo queremos dar a conocer la implementación
de un clúster computacional para realizar análisis bioinformáticos localizado en Bolivia denominado CnCaBo.

INTRODUCCIÓN

La información biológica heredable de todos los seres vivos está codificada en secuencias de DNA segmentadas y
localizadas en regiones específicas del cromosoma que cumplen funciones únicas, éstas secuencias se denominan
genes. El mecanismo por el cuál estos genes son decodificados y traducidos en unidades estructurales y funcionales
se denomina expresión génica. La expresión génica consiste en la transcripción de dichas secuencias de DNA en
moléculas de RNA (también conocidas como transcritos), que pueden ser procesados en RNA funcional no
codificante o traducidos en proteínas. Es así que las moléculas de DNA, RNA y proteínas constituyen los bloques
esenciales para determinar la forma, funcionamiento y diferentes estrategias para la continuidad de la vida que
definen a un organismo. La activación de la expresión génica, así como la cantidad de transcritos que se producen, es
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un proceso estrictamente regulado que depende de las señales que el organismo reciba. El conjunto total de
transcritos en un determinado momento bajo ciertas condiciones fisiológicas es conocido como transcriptoma. Así,
un transcriptoma nos brinda la información completa acerca de la expresión génica de una célula, tejido u organismo
en diferentes escenarios como ser las etapas del desarrollo, el progreso de una enfermedad y la respuesta a estímulos
bióticos o abióticos. La información proveniente de los transcriptomas nos permite identificar nuevos genes, rutas
metabólicas y cascadas de señalización representativas de ciertos procesos biológicos, la ciencia encargada de este
estudio es la transcriptómica. Los genes expresados de forma significativa pueden ser utilizados como marcadores
moleculares para ciertos rasgos de interés. Estos marcadores genéticos pueden ser utilizados para identificar,
diferenciar, seleccionar variedades de plantas y generar nuevas variedades con los rasgos deseados [1-3].

Tradicionalmente el método elegido para el estudio de transcriptomas ha sido los chips de DNA (microarrays),
que constan de fragmentos de DNA unidos a una superficie sólida, dónde cada fragmento representa un gen o región
de un genoma de referencia, que al entrar en contacto con una secuencia complementaria de DNA copia del RNA
(cDNA) proveniente de la muestra se hibridizan y generan una señal fluorescente que es cuantificable de forma
relativa mediante la intensidad de la señal fluorescente bajo diferentes condiciones. Los chips de DNA tienen ciertas
limitaciones, como ser la baja sensibilidad para detectar genes expresados en un bajo número de copias y la
dependencia de un genoma de referencia anotado [4-6].

Éstas limitaciones desaparecieron cuando se introdujo la tecnología del RNA-seq para el estudio de
transcriptomas que además generó nuevos descubrimientos como el empalme alternativo (splicing alternativo) en
diferentes tejidos [7, 8]. La investigación transcriptómica con RNA-seq se ha facilitado bastante debido a que ya
existen más de 50 plantas con su genoma completamente secuenciado [9] y se estima que sobrepasen los 100
genomas para el 2018. Además, este método permite la investigación de especies relativamente desconocidas,
incrementando el conocimiento sobre las funciones de genes desconocidos y el descubrimiento de nuevos genes [10].
El RNA-seq es una herramienta que consta de la secuenciación masiva del RNA global de un organismo, que
normalmente genera varios millones de secuencias (en inglés: reads) por muestra. El método se puede resumir como
la extracción del RNA total de una muestra, la captura y purificación del RNA deseado (usualmente mRNA), la
conversión a cDNA y finalmente la secuenciación masiva.

La secuenciación varía mucho dependiendo de la tecnología empleada, por lo cual existen varias
investigaciones y publicaciones enfocadas en la descripción de la química de secuenciación de las diferentes
compañías [11-14]. La diferencia más marcada entre los métodos de secuenciación masiva depende de si es para una
sola molécula o varias moléculas amplificadas previamente por PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa). La
secuenciación masiva con amplificación previa es la tecnología más utilizada, en la cual el cDNA es fragmentado,
ligado a adaptadores específicos y amplificado, posteriormente se procede a un armado de librerías para su
secuenciación masiva. Ésta tecnología es conocida como la nueva generación de secuenciación (NGS: Next-
Generation Sequencing) que es ofrecida por compañías como SOLiD, IonTorrent e Illumina. Illumina es la
tecnología más utilizada que prácticamente ha dominado el mercado [11, 14, 15]. Por otra parte, la secuenciación de
una sola molécula es conocida como la Tercera Generación de Secuenciación (TGS) que consta en la ligación del
cDNA a adaptadores, dónde éste puede ser o no fragmentado y se procede directamente a secuenciar [16]. Las
tecnologías disponibles para secuenciación de una sola molécula en el mercado son Pacific Biosciences, Oxford
Nanopore y Helicos Biosciences [20] comercializada bajo la marca Seqll. Las ventajas de la secuenciación de una
sola molécula (TGS) comparada con la tecnología NGS son la identificación de transcritos pobremente amplificados
por PCR, la eliminación del complejo proceso de la preparación de librerías de cDNA [17] y la gran longitud de las
secuencias obtenidas [18,19]. Entre las desventajas de las tecnologías TGS está la alta tasa de error que se producen
en los extremos de las moléculas y el menor volumen de información (throughput) generado por cada corrida.

Los equipos para realizar secuenciación masiva todavía tienen costos muy altos, por lo tanto, una mejor
alternativa para investigaciones que cuentan con presupuestos limitados es el envío de muestras a centros de
secuenciación NGS. Actualmente existen varios centros que se dedican exclusivamente a realizar secuenciación NGS
(ej. Sequentia Biotech-España, IGA technology services - Italia, Beijing Genomics Institute - China, CATG -
Argentina, Omega Bioservices - USA), los cuáles realizan secuenciación masiva de alta calidad a partir de muestras
de tejido, DNA o RNA. La información genómica generada por estos centros puede ser descargada desde cualquier
parte del mundo para proceder a su análisis bioinformático. Todo el software necesario es de distribución libre y está
en desarrollo permanente, además existe una gran comunidad bioinformática constantemente activa que aporta al
aprendizaje y a la resolución de problemas.

Sin embargo, la información bioinformática en bases de datos para los países hispanos y en idioma español es
escasa, por lo cual en el siguiente artículo describimos el procedimiento y análisis bioinformático para la
investigación transcriptómica mediante RNA-seq.
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ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO PARA RNA-SEQ

El análisis bioinformático para RNA-seq, empieza con la filtración de secuencias con calidad aceptable para alinear
fidedignamente al genoma o transcriptoma de referencia. Las secuencias alineadas deben ser cuantificadas,
normalizadas y sometidas a un análisis estadístico para conocer los genes que han sido expresados significativamente.
Finalmente, se identifican los roles y funciones de los genes expresados.

Control de calidad

Las secuencias obtenidas (reads) pueden tener errores de tipo instrumental o fallas técnicas, por lo cual es necesario
evaluar la calidad de las mismas. El software más utilizado para estas tareas es FastQC que permite obtener
parámetros de calidad por nucleótido secuenciado. En caso de que la calidad de las secuencias fuera muy baja,
existen diversas herramientas que ayudan a eliminar ciertas secuencias o a recortar el extremo de las secuencias que
tiene una baja calidad con software como Prinseq ó Trimmomatic.

Mapeo y visualización

El mapeo genómico consiste en alinear las secuencias (reads) obtenidas mediante NGS con el genoma (o
transcriptoma) de referencia. Mapeando las secuencias obtenemos información de su localización en el genoma, la
cual puede ser utilizada para identificar y cuantificar los genes expresados, conocer las variantes alélicas y además
descubrir nuevos genes. En especies poco estudiadas puede ser que el genoma de referencia aún no esté disponible,
en estos casos es posible alinear a un transcriptoma ensamblado de novo [21]. La primera consideración para elegir
un software de alineamiento es el splicing alternativo. En organismos que no tienen intrones es mejor utilizar
alineadores contiguos como Bowtie2 [22] ó BWA [23] que fueron diseñados para alinear DNA. Sin embargo, cuando
se tienen genomas que poseen intrones es mejor utilizar alineadores como Tophat2 [24], Hisat2 [25], STAR [26],
GSNAP [27], SOAP2 [28] o Kallisto [29].

Manipulación de secuencias alineadas y detección de polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs)

La alineación provee grandes cantidades de información que requieren ser procesadas de distintas maneras para su
análisis posterior. Los millones de secuencias alineadas pueden ser ordenadas de varias maneras y pueden proveernos
valiosa información como inserciones y deleciones, las herramientas más utilizadas son Samtools [30] y Picard. Esta
información puede ser utilizada por programas como Bedtools para detectar SNPs, que a su vez se pueden utilizar
para detectar todo tipo de mutaciones y variantes en el genoma analizado automáticamente.

Visualización del alineamiento

La visualización de un genoma alineado es altamente recomendado porque nos permite comprobar los datos
provenientes del análisis automático. Además de identificar inserciones y deleciones, SNPs, nuevas variantes de
splicing alternativo y otras diferencias con el genoma de referencia de forma manual. Existen diferentes tipos de
software con diferentes ventajas pero uno de los más recomendados es el IGV (Integrative Genomics Viewer) [31].

Conteo de secuencias y normalización

Este conteo nos permite identificar cuántas secuencias han sido alineadas a una parte o al genoma completo. La
cantidad de secuencias (RNA-seq) alineadas a un gen especifico nos determinará su nivel de expresión génica. Uno
de los programas más utilizados es el Htseq [32]. Para realizar un análisis apropiado de expresión génica mediante
RNA-seq, lo usual es una normalización debido a los diversos tamaños de los genes y a la variación de la
profundidad (depth) en la secuenciación de cada muestra. Diferentes unidades se han propuesto como RPKM
(Secuencias (reads) por Kilobase de transcrito por Millón de secuencias mapeadas) y FPKM (Fragmentos de
transcrito por Millón de secuencias mapeadas), sin embargo dos unidades son las más utilizadas: Transcritos por
Millón (TPM) y Medias de los valores M ajustados (TMM) debido a la menor variación obtenida en la normalización
de los genes de referencia. Si se utiliza un transcriptoma de novo para el alineado, el software recomendado es RSEM
[33] que también facilita valores de normalización.
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Expresión génica diferencial

El análisis de expresión génica diferencial (DGE: por sus siglas en inglés) se refiere a la identificación global de
genes (transcriptoma) que se expresan significativamente en ciertas condiciones comparadas a un control
experimental. DGE puede ser realizado para observar expresión génica entre diversos tejidos de un mismo organismo
y así detectar splicing alternativo [7], para conocer los cambios globales en diferentes estadios del desarrollo,
organismos expuestos a diferentes condiciones químicas o biológicas, individuos sanos comparados con enfermos, y
otros. Para realizar éste análisis existen diferentes enfoques que vienen incluidos en software que usualmente está
basado en el lenguaje de programación gratuito R [34]. Los dos programas más utilizados son edgeR [35] y DESeq
que tienen una base de modelos lineares basado en un programa originalmente diseñado para estudiar Microarrays
(Limma). Sin embargo, existen otras herramientas disponibles: Cufflinks [36], ALEXA-seq [37]. Las grandes
cantidades de análisis múltiples que se realizan requieren de análisis estadísticos avanzados para descubrir las tasas
de descubrimientos falsos (False Discovery Rate: FDR por sus siglas en inglés) [38].

Anotación genómica

La anotación genómica en RNA-seq se refiere al proceso de identificación de los genes expresados, y a conocer la
información disponible sobre su función en los genomas de referencia y bases de datos públicas.

La ventaja de trabajar con genomas conocidos es que una buena parte de la anotación genómica se realiza junto
a la secuenciación del genoma. Mientras que para genomas poco estudiados el proceso inicia realizando un
alineamiento de las secuencias de genes que se identificaron como significativamente expresadas con software como
BLAST [39]. Luego se procede a identificar las familias a las cuales los genes y sus productos pueden pertenecer
mediante software como HMMER, InterProScan [40] y SignalP. Cuando se trabaja con transcriptomas de novo, es
recomendado resumir ésta información con Trinotate.

Análisis de ontología génica (GO)

Grandes cantidad de genes requieren ser agrupados para conocer su significado biológico. Es así que el análisis de
ontología génica (GO por sus siglas en inglés) nos permite agrupar genes por proceso biológico, función molecular y
componente celular. Además también se puede analizar rutas metabólicas (KEGG) [41] y otras agrupaciones más
complejas (PANTHER) [42]. Herramientas como AgriGO nos permiten visualizar mediante arboles jerárquicos los
términos GO significativamente expresados.

A través de todos estos pasos, el análisis bioinformático de RNA-seq nos permite generar listas de todos los
genes expresados y sus funciones para cada organismo y condición estudiada, nos permite identificar las inducciones
o represiones en la expresión de los genes estudiados de manera cuantitativa y nos da la posibilidad de identificar
SNPs en las secuencias de estos. Finalmente, la agrupación de genes expresados nos da pautas acerca de patrones de
co-expresión, cascadas de señalización y rutas metabólicas activadas o reprimidas durante la condición fisiológica
dada.

De todas maneras, los recursos computacionales para estos análisis aún requieren grandes cantidades de
memoria RAM y espacio en disco duro. Por ejemplo, la base de datos de secuencias en investigación contra el
Cáncer por si misma supera los 2 petabytes [43]. A su vez, estos análisis también necesitan un número considerable
de núcleos que puedan funcionar constantemente, en algunos casos por días enteros. Por lo cual los análisis son
generalmente realizados en clústeres computacionales regionales o en computación en la nube (Cloud Computing)
mediante servicios web como el servicio web de Amazon (AWS) y otros servicios web de libre acceso (ej. Chipster
[44] y Galaxy [45]). En lo que a nuestro conocimiento respecta, en Bolivia no existen clústeres computacionales para
investigación bioinformática. Es por eso que hemos visto la necesidad de implementar un clúster computacional para
investigación bioinformática de libre acceso denominado CnCaBo. El objetivo de CnCaBo s proveer los recursos
computacionales tanto en almacenamiento como en procesamiento para cumplir con las demandas que requieran los
investigadores en genómica y bioinformática de toda Bolivia. CnCaBo cuenta con todo el software y hardware
necesario para realizar RNA-seq, además de una página web que incluye guías bioinformáticas y a la fecha se
encuentra en línea y funcionando.
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