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RESUMEN

En este articulo se presenta y evalla ABMS (AutmmBLAST for Massive Sequencing) una herramienta
bioinformatica libre, en linea, disefiada con eletbp de automatizar y optimizar el proceso de bédg
mediante alineamientos locales para la comparagémrandes volimenes de secuencias desconocidas de
nucledtidos o aminoacidos contra bases de datosedgencias conocidas (Swissprot, Uniprot, Refsetie e
otras). ABMS integra los procesos de: gestion deesgcias de entrada, gestion de bases de datostderpas,
genomas y transcriptémas, ejecucion de BLAST (bpJadtstx, blastn, tblastn) y administracion deilteslos; y
los presenta al biologo cdmo un proceso unificadimsparente y muy amigable mediante una interfala. w
ABMS esté constituido por los siguientes moduldd: (Sequence manager), LBS (Local BLAST Server), 8DB
(Sequence database administrator), RM (Results geanadl comparar ABMS frente al servidor de BLAS&
NCBI utilizando 10, 20, 40, 100, 300, 500 secuan@ertenecientes al transcriptoma de Diploriag&de se
evidencio6 la fortaleza de ABMS para el andlisis intagde secuencias y las limitaciones de NCBI BLASFa
data sets de mas de 20 secuencias. También seabseventajas de ABMS frente NCBI BLAST en cuaato
administracién y almacenamiento de data sets yogestescarga y retroalimentacion de resultados.

Palabras claves: Anotacion de secuencias, Alineamiento de secuenciBEAST, Biopython, Genomas y
Transcriptémas.

ABSTRACT

This article presents and evaluate ABMS ( AutomBilizst for massive sequencingfrae online bioinformatic

tool designed with the purpose to automate andrapdi the search process through local aligmentsbiigpr
volumes comparison of unknown nucleotide sequencesninoacids against well known sequence datalfases
Swissprot,Uniprot,Refseq, among others). ABMS iraégs processes of : management of input sequences,
proteome databases management, genome and trémserjBLAST execution (blastp,blastx,blastn,tblasind
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results management and presents to the biologiahamified process, transparent and friendly thhoa web
interface. ABMS is composed by the following modul&M(Sequence Manager), LBS( Local Blast Server),
SDBA( Sequence database administrator), RM (Reddi#teager). Comparing ABMS with the local NCBI's
BLAST server using 10, 20, 40, 100, 200, 500 segee belonging to the Diploria Strigosa transcripgove
found the strenght of ABMS for the massive sequamadysis and the limitations of NCBI's BLAST faaitdsets
with more than 20 sequences. We observed advantiges ABMS against NCBI BLAST related to
management and storage of datasets, download edldek of results.

Keywords: Sequence annotation, sequence alignment, BLASTy#ion, Genome and Transcriptome.

1. INTRODUCCION

Descifrar las secuencias biologicas es esencialgacticamente todas las ramas de investigacida Bi®logia.
Durante varias décadas el proceso de secuenciaeidealiz6 gracias al método de Sanger (incluyexido
proyecto del genoma humano, donde éste métodafutafnental). Sin embargo sus altos costos vy lineitaen
cuanto a rendimiento, escalabilidad, velocidadspiecién han forzado a que en los Ultimos 5 afidkege un
proceso de migracion a nuevos procedimientos deramuos “secuenciacion de nueva generacion”(Metzker,
2010),(Martin et al., 2011). Estas nuevas tecnakgiermiten una secuenciacion mucho mas economica y
eficiente, lo cual ha generado un crecimiento egpoial en el volumen de datos secuenciados.

Optimizar el proceso de secuenciacién no tendritidgesi no se acompafiara con el desarrollo y dpgicion de
herramientas informaticas capaces de analizar iagtenso volumnen de datos secuenciados. Una de las
principales necesidades correspondientes a la iaiderdatos gendémicos y transcriptomicos es la acan

de secuencias mediante alineamientos para la lisgleesecuencias similares en bases de datos uwmnesies
conocidas, esto es denominado anotacion (asocidei@ecuencias no conocidas con secuencias cogpcida
herramienta méas utilizada para la comparacion deeseias mediante alineamientos es BLAST - Basalo
Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990), (Mead et al., 1996), (Camacho et al., 2008).

Cuando se trabaja con conjuntos pequefios de séasi@h@roceso de anotacion normalmente se puatizare
sobre el servidor BLAST ofrecido por NCBI (Nation@enter for Biotechnology Information), sin embargo
cuando el bidlogo requiere hacer procesos de dbntacasivos (grandes voliumenes de secuencias) racua
desea comparar contra bases de datos diferergeofidcidas alli, ya éste servidor no es el adkcyal bidlogo
se ve obligado a hacer el proceso de anotaciéord@flocal, lo cual implica que tenga una alta digia en la
instalacion, configuracion y ejecucion (por lineaamandos) de BLAST, en la importacion y actuei@ade
bases de datos de nucleétidos y aminoacidos; wlfioro en la interpretacién de los resultados, radnmente en
formato XML. La herramienta expuesta en este dootop@&enominada ABMS (Automatic BLAST for Massive
Sequencing) presenta la anotacion masiva al biddogao un proceso unificado de muy facil manejo iaueieh
una interfaz web. ABMS optimiza el uso de BLASTghacer anotaciones masivas e integra facilidaoles ta
administracion de bases de datos y la administragdos resultados.

Este documento se organiza en 4 secciones: ineénse presenta una descripcion general de ABMS8 vy
exponen sus funcionalidades, luego se describeaattectura, explicando médulo a médulo: SM (Segaen
manager), LBS (Local BLAST Server), SDBA (Sequemizabase administrator), RM (Results manager),
posteriormente se realiza una comparacién de pecefuncionalidades frente al servidor BLAST deBN@
finalmente se obtienen las conclusiones.

2. DESCRIPCION GENERAL

ABMS es una herramienta libre (de acceso en lineanyposibilidad de instalacién local) que facifgoroceso
de anotacion masiva para transcriptomas, genomeastginas. ABMS esta optimizado para trabajargrandes
cantidades de secuencias y acondicionado condotrfde usuario y procesos muy intuitivos paradido.
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Figura 1: Pantalla de bienvenida ABMS

3. ARQUITECTURA

ABMS esta compuesto por 4 médulos los cuales foramafiujo de trabajo. Para la ejecucion y la inéegin de
estos moédulos se requieren algunas herramienteisraalies que se usan transversalmente en todosddslos.
A continuacién se muestran los 4 médulos, el ftigdrabajo y las herramientas transversales.
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Figura 2: Estructura y flujo de trabajo para ABMS

3.1 COMPONENTES DE SOFTWARE TRANSVERSALES

= Abbys Framework: Es un marco de trabajo para desarrollo de ajdicas web utilizando el lenguaje
de programacion PHP y bases de datos relacionales® ¢1ySQL creado por Steven Sierra Forero
estudiantede la Universidad Distrital Francisco José de Galditiliza arquitectura basada en capas
llamada MVC ( Modelo, Vista y Controlador), y haeso de librerias especificas para la interconexion
con scripts hechos en otros lenguajes.

= Biopython: Proyecto de licencia libre que ofrece varios méslylara hacer mas facil el trabajo con datos
bioinformaticos.(Cock et al., 2009).

= Apache: Es un servidor HTTP de licencia libre.

= BLAST(Basic Search Alignment Too): Herramienta para encontrar regiones localesimédasidad
mediante alineamientos de secuencias.

= MySQL: Sistema de gestion de bases de datos relaciormalé#hilo y multiusuario. También de licencia
libre.
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GNU/Linux: Sistema operativo libre el cual es 6ptimo paraideres y para ejecutar herramientas
bioinformaticas.

3.2 SM (SEQUENCE M ANAGER)
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Figura 3: Diagrama del médulo Sequence Manager

Este modulo es el encargado de gestionar los asR&STA que contienen las secuencias pertenesiahtiata
set del usuario. Mediante éste mdédulo, el usuamniede subir sus secuencias, seleccionar las quéeraqu
suministrar a BLAST y también eliminar las que yanecesite. Los elementos que componen éste msouio

FastaToDB.py: Script que almacena los identificadores y las secias en formato FASTA en una
nueva tabla MySQL mediante el uso del médulo Set@iopython.

Archivo FASTA de entrada: Archivo Fasta externo subido por un usuario o esultado de una
ejecucion anterior (desde el médulo Results Manager

Resource Manager:Controlador del core de Abbys Framework que sargacde gestionar todos los
recursos de entrada y salida del sistema, peraitrdacion, eliminacion y actulizacion de cualquier
archivo externo en el sistema.

Upload Controller: Controlador externo de Abbys Framework que sergacde presentar la interfaz
directa al administrador de recursos para queugdrissuba los archivos .fasta al sistema.

3.3LBS (LocAL BLAST SERVER)

Este modulo se encarga de ejecutar una busqueddL&SBT contra una(s) base(s) de dato(s) determ{saga
almacenar los resultados en una tabla MySQL. Mégliaste modulo, el usuario puede escoger los axlie
secuencias que previamente subié al servidor cdelgar las bases de datos (se incluyen las maslgrep
como RefSeq, UniProt, Swissprot) contra las cuadgsiere realizar la busqueda de sus secuenciasvéinla
blsqueda haya sido ejecutada los resultados seelara en una tabla MySQL para posteriormente hataer
gestion mas o6ptima del mismo. Los elementos qugonen este modulo son:

BlastExecAndSendToDb.py: Se encarga de ejecutar BLAST (blastp o blastx).ckso de que se
seleccionen varias bases de datos para la ejeadeian andlisis, este script gestiona por hilogietero

de busquedas al tiempo de tal manera que no elecedpacidad del servidor. Una vez esta la busqueda
ejecutada se procede a almacenarla en una tablanteed| script BlastXMLtoDB.py.
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» BlastXMLtoDB.py: Se encarga de almacenar la salida de BLAST ertalia MySQL de tal manera
gue la visualizaciébn sea mucho mas sencilla pdraswario. Este script funciona mediante el uso del
maodulo Bio.Blast. NCBIXML de Biopython.

= DBs disponibles:Listado de bases de datos de sencuencias dispeaitiualmente en el servidor.

= Archivos FASTA: Archivos de secuencias provenientes del modulo&ese Manager.

= NCBI BLAST: BLAST instalado localmente.
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Figura 4: Diagrama del médulo Local BLAST Server

3.4 SDBA (SEQUENCE DATABASE ADMINISTRATOR )
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Figura 5: Diagrama del médulo Sequence DataBase Adnistrator

Este médulo es el encargado de gestionar (adiciactyalizacidn) las bases de datos disponibles quegdos
usuarios puedan ejecutar sus analisis. Medianee reétlulo el administrador de ABMS es capaz de agreg
nuevas bases de datos de secuencias de una manenatuitiva y clasificandolas por su origen y ftegoria
(taxonomia). Este médulo también es el encargadictlrlizar las bases de datos que ya estan didpsin el
servidor a medida que el administrador del mismedpiera. Los elementos que componen este médaolo s

= DownloadDbs.py: Gestiona la actualizacion (descarga, descompregjéneracion de indices para
BLAST) de la bases de datos y actualiza las ultif®elsas en las que fue actualizado.
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= Controlador de Descarga: Se encarga de hacer la llamada al script de &duiin a través de la
interfaz web, toma el listado de bases de dates@ehados y ejecuta la llamada al sistema.

= Servidores de NCBI y Swiss-ProtDisponibles para descargar bases de datos déna®feara guardar
en el servidor.

= Controlador de Datos: Modulo de Abbys Framework encargado de tomarseddio de bases de datos
que seran actualizados en el sistema y enviartoazlejador de llamadas del sistema para ejecutar el

script de carga de base de datos.

3.5 RM (RESULTS MANAGER)

Este modulo es el encargado de gestionar (condulsqueda, filtro, descarga) los resultados praddet
andlisis con BLAST. Mediante este mddulo el usudBoABMS es capaz de filtrar los resultados delisisd
descargar las secuencias en formato FASTA coro&bitidad de reemplazar los identificadores o tsol
generar un nuevo archivo FASTA para enviarlo devowal médulo Sequence Manager de tal manera gue se
posible volver a ejecutar un andlisis sobre unlt@do en especifico. Los elementos que comportenne&dulo
son:

= GenFasta.py: Genera un archivo FASTA a partir de los resultadesuna blusqueda. Este script se
encarga de almacenar en la ubicacion apropiada (gzlver a procesar o para descargar un nuevo
FASTA), y también proveee la posibilidad de reemptadentificadores de acuerdo al resultado de la
busqueda hecha por BLAST.

= GenCSV.py: Genera un archivo separado por comas a partinddisqueda previamente ejecutada por

el usuario.
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Figura 6: Diagrama del médulo Results Manager

4. METODOLOGIA DE EVALUACION

4.1 DATA SET

= Organismo: Diploria Strigosa.

= Tipo de secuenciasTranscriptomicas.

= Numero de secuenciaslO, 20, 40, 100, 300, 500.

= Formato: FASTA.

» Base de datos para ejecutar busqued&ion-Redundant. (Pruitt et al 2007)
= Expect Value: 1le-3.

= Tipo BLAST: blastx (Nucledtidos vs Proteinas).

4.2 METRICAS
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= Desempenio: Tiempo de procesamiento, NUmero de resultado
» Funcionalidades:Gestion de secuencias de entrada, Gestion deawssi| Ejecucion de analisis, Gestion
de bases de datos (personalizacion).
4.3 REFERENCIA DE EVALUACION

Actualmente no existe un software publico reconogjde ofrezca las mismas funcionalidades que ABHS,
embargo, se tom6 como patrén de referencia eldmr@LAST publico de NCBI (Altschul et al., 1997¢kido a
gue es el mas usado y el que tiene mas funciomdarss.

5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 RESULTADOS DE DESEMPENO

Numero de secuencias 10|20 40 100 300 500

NCBI BLAST | 19 |47 | CPU Limit | CPU Limit | CPU Limit | CPU Limit

Tiempo (Minutos) ABMS 26|51 115 259 814 1427
Numero de NCBI BLAST| 5 | 5 | CPU Limit | CPU Limit | CPU Limit | CPU Limit
Resultados ABMS 5|5 20 42 138 247

Tabla 1: Resultados de comparacion de NCBI BLAST YABMS

En la tabla anterior se evidencia la limitacién getvidor publico de NCBI BLAST para analisis masile
secuencias; para el data set usado en esta ewauacmaxima ejecucion permitida fue para un nundg=o
secuencias de 20. Por el contrario, ABMS ejecuéigia hasta 500 secuencias sin presentar problema.

En cuanto al nimero de resultados se evidenciggueel data set usado la cantidad de hits sotasamitanto
para NCBI BLAST como para ABMS.

Para data sets de secuencias menores e igualesean®® que el tiempo de ejecucion promedio sgyalente:
2.1 minutos por secuencia para NCBI BLAST y 3.6utis por secuencia para ABMS.

5.2 RESULTADOS DE FUNCIONALIDADES

Gestion de secuencias de entrad®ara la gestion de secuencias de entradas tarfSA®mMo el servidor de
BLAST de NCBI ofrecen una interfaz de usuario del flnanejo para subir los archivos FASTA. El seovid
NCBI BLAST cuenta con una opcion adicional (que ABNho cuenta), un campo de texto para ingresar
manualmente las secuencias. ABMS permite almadasaecuencias en el servidor de tal manera qusuakio
puede contar con su data set para andlisis fu{Ni©GBI BLAST no cuenta con esta funcionalidad).

Ejecucién de andlisis:El servidor de NCBI BLAST permite la seleccién adosun archivo FASTA y una sola
base de datos de busqueda, mientras que ABMSddaileleccion de varios archivos de entrada FA8TArias
bases de datos de busqueda al tiempo. ABMS hadlilitauario para suministrar s6lo un parametrdgalramo
BLAST: Expect Value; por el contrario, el serviddCBI BLAST permite introducir una mayor cantidad de
parametros.

Gestion de resultadosABMS ofrece una interfaz que permite consultar esultados de la busqueda de todas
las secuencias en una sola interfaz unificada, NELIBAST permite la consulta de los resultados delsqueda
so6lo secuencia por secuencia. Adicionalmente ABMSilifa el proceso de exportacion y filtrado de las
secuencias con las que se encontré similaridadhifgendo al usuario descargarlas e incluso volvejegutar
otro andlisis sobre las mismas. ABMS permite lsoetgeion de los resultados en un formato CSV el esale
facil interpretacion para el bidlogo.

Gestion de bases de datos (Personalizacio®yBMS permite al administrador agregar nuevas bdsedatos,
incluso de organismos no publicados para realadrlisqueda con BLAST, también provee la posiblided
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actualizar estas bases de datos sin necesidadeledoanplejas operaciones. Por el contrario, NBIBAST sélo
provee una lista de bases de datos definidasteriables las cuales siempre estan actualizadas.

6. CONCLUSIONES

ABMS es una herramienta de anotacion automatidenatda para trabajar con grandes cantidades deseeas

y acondicionada con interfaces de usuario y pracasoy intuitivos. Su proyeccion de utlidad para
investigadores bidlogos es alta debido a que lasaiéntas y servidores publicos actuales reconscitk
BLAST presentan limitacion a data sets grandeg¢éa caso NCBI BLAST se limito a 20 secuencias).

ABMS presenta facilidades al usuario tanto en laiatracion y almacenamiento de su data set camta e
interpretacion y descarga de los resultados. Bgta &l bidlogo la necesidad de realizar procesediamte linea
de comandos.

Los servidores BLAST publicos reconocidos no ofretze posibilidad de agregacion de nuevas basesids d
diferentes a las ofrecidas en sus listas. ABMS fterah administrador personalizar el conjunto deelsade datos
agregando nuevas, incluso de organismos no pdbBoaara realizar la busqueda con BLAST.
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