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Usos de RNA-seq

e Medir cuantitativamente expresion genica.
e Construir un transcriptoma
e Descubrir nuevos genes.

e |dentificar sitios de splicing.
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Esquema general RNA-seq
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Abundancias

Profundidad
NuUumero de veces
! [T que unaque se
ha leido un nt.

Genoma
Gen A | Gen B Gen C

|

Amplitud
Porcentaje promedio del
gen cubierto por los reads.




Introducciona RNA-seq @

Abundancias

Profundidad

1 um = EE 1} Numero de veces
Genoma El—_—l:}—E=—=—l:l-E=—=—::l que una que se
Gen A Gen B Gen C ha leido un nt.
\ l
|
1000pb
300 lecturas, de 200pb de largo
G: Largo genoma D = N*L/G = 300*200/1000 = 60x

N: Niumero de lecturas
L: Largo de lecturas
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Reads Per Kilobase per Million: RPKM

arbitrary scaling to 1 Million per 1 KB
per base average expression e /
| R = reads mapped to gene G
L =length of gene G
M=number of reads mapped in Experiment

experiment correction factor

10°-10°
10’

In gene G, 50 reads are found every 1 KB for 1 million mapped reads

50

Example: RPKM(G) = 05 *

“Normaliza” por el largo y el total...
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Reads Per Kilobase per Million: RPKM

... RPKM - problems

Condition 1
Gene A 50,000 reads
Gene B 0 reads

RPKM(A) = 50,000/ L * 1e9/ 50,000
=1e9/L

Condition 2
Gene A 50,000 reads
Gene B 10,000 reads

RPKM(A) = 50,000/ L * 1e9 /60,000
=5/61e9/L
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Flujo de trabajo'eon RNA-seq

Secuenciacion

Filtro por Calidad: Q>207?

}

Alineamiento

‘ « BWT, BWA, Kalisto, STAR

Sequence Alignment Map
(SAM)

Conteos de lecturas
por gen
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Flujo de trabajo'eon RNA-seq

Conteos de lecturas

por gen RPKM
l P R: multiples paq@

Analisis
Estadistico

‘ < < Visualizaciones

Analisis Post Expresion
Diferencial
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Métodos de Analisis Estadisticos de RNA-seq

Deteccion genes con expression diferencial
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Métodos de analisis

Numero de genes con expresion diferencial

SAMseq
ShrinkSeq

Soneson, 2013.
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Métodos de Analisis Estadisticos de RNAseq

DESeq2 (469) EdgeR(861)

Ebseq (1634)

Diagrama de Venn de genes
diferencialmente expresados
determinados por los 3 métodos
estadisticos al comparar la cepa
parental versus AMIG1 crecidas
en presencia de glucosa.
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Métodos de Analisis Estadisticos de RNAseq

Pruebas estadisticas:

o T-test. e Alternativas Bayesianas

e [-test.

e Exact Test.

H,:u uj,=_0

i lj_i 27

EdgeR DEseq?2 EBseq
E(ygi) = pgi = Nimgi  Kij ~ NB(p15, ;)

Xrgjsrrgh&g; ~ f\"'B('T‘ghssngi)
Hij = 55435 ; ;
a, 3% ~ Beta(a, 3'9)

a5 qs
logs(qij) = ;.3
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Métodos de Analisis Estadisticos de RNAseq

e Inferencia Clasica e Inferencia Bayesiana
EdgeR DEseq?2 EBseq
. _ — . ,C1 C2
HO 'iulj iu2j O Hl (DE) *qgi ?’éqi *

e Valores p (ajustado) e Probabilidades a Posteriori
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Practico R

e Analis Expresion Diferencial mediante Inferencia frecuentista vy
Bayesiana para levaduras wild type y mutante.

e Introduccioén al uso de Biomart

e Manejos de data.frames y visualizaciones en ggplot2



