ANOTACION DE GENOMAS



Anotacion de Genomas

Este es un tutorial de como realizar la implementacion de diferentes
herramientas necesarias para lograr la anotacion de genomas, se va
utilizar el sistema operativo ubuntu ya que es un sistema amigable y facil
de usar aparte que hay herramientas que ya vienen preinstaladas y eso
facilita el trabajo.

Brevemente, la anotacion de genomas y genes es una labor que sirve
para generar hipotesis y que seran aseguradas con el trabajo de
laboratorio. En otras palabras es la identificacion de repeticiones,
ademas la prediccion de genomas y genes que codifican para

proteinas.



e
Herramientas

Las herramientas ha utilizar son las siguientes:
1. Ubuntu / biolinux
2. Perl

3. CEGMA(pre-requisitos para instalar Cegma)
-Geneid 6 Genewise
-Wise2
-Hmmer
-NCBI Blast+

4. Augustus(pre-requisitos para instalar Augustus )
-Bowtie2
5. Maker (pre-requisitos para instalar Maker)

-SNAP
-RepeatMasker
-trf

-rmblast



Es un lenguaje de programacion que puede hacer desde
scripts para administrar servidores basados en unix o
linux hasta proyectos completos realizados en este
lenguaje como es el caso de varias herramientas que se
veran en este contenido.



Se realizara la actualizacion de Perl, en el caso de ubuntu ¢
biolinux ya trae pre-instalado el lenguaje Perl por lo que solo se
necesitara actualizar los archivos, como se muestra en la
imagen.

™ & vane@vane-VirtualBox: fetc/perl

To run a command as administrator (user "root"), use "sudo <command=".
See "man sudo_root" for details.

vane@vane-VirtualBox:~5 cd /etc/perl

vane@vane-VirtualBox: fetc/perlS 1s

CPAN Net sitecustomize.pl

vane@vane-VirtualBox: /etc/perlS sudo wget http://korflab.ucdavis.edu/Unix_and Pe
rL/FAlite.pm

[sudo] password for wvane:

--2016-12-10 17:33:08-- http://korflab.ucdavis.edu/Unix _and Perl/FAlite.pm
Resolviendo korflab.ucdavis.edu (korflab.ucdavis.edu)... 128.120.143.145
Conectando con korflab.ucdavis.edu (korflab.ucdavis.edu)[128.120.143.145]:80...
conectado.

Peticién HTTP enviada, esperando respuesta... 200 0K

Longitud: 2770 (2,7K) [text/plain]

Guardando como: “FAlite.pm™

FAlite.pm ; 2,71K 9,T7T4KB/s in ©,3s

2016-12-16 17:33:08 (9,74 KB/s) - “FAlite.pm” guardado [2770/2770]

vane@vane-VirtualBox: /etc/perls |j




EMBL-EBI

GeneWise

GeneWise es una herramienta que predice estructuras
usando secuencias de proteinas similares. Es un algoritmo
basado en los principios que utiliza los modelos ocultos de
Markov, es una herramienta muy precisa y completa.




™ S @ vane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-VirtualBox:~$ sudo apt-get install wise
Leyendo lista de paquetes... Hecho
Creando arbol de dependencias
Leyendo la informacién de estado... Hecho
Se instalaran los siguientes paquetes adicionales:
wise-data
Paguetes sugeridos:
wise-doc
Se instalaran los siguientes paquetes NUEVO0S:
wise wise-data
® actualizados, 2 nuevos se instalaran, © para eliminar y 142 no actualizados.

Se necesita descargar 1 097 kB de archivos.
Se utilizaran 10,5 MB de espacio de disco adicional después de esta operacién.
;:Desea continuar? [S/n] [}

El comando apt-get es una herramienta para gestionar diferentes
paquetes instalables, generalmente es un comando que se ejecuta
como superusuario anteponiendo la palabra sudo para lograr ejecutar
el programa como se muestra en la imagen. Con esta herramienta se
inicia la instalacion de Wise.



De la misma manera se instalara la documentacion del paquete
Wise de la siguiente manera:

vane@vane-VirtualBox:~$ sudo apt-get install wise-doc
Leyendo lista de paquetes... Hecho
Creando arbol de dependencias
Leyendo la informacion de estado... Hecho
Se instalaran los siguientes paquetes NUEVOS:
wise-doc
@ actualizados, 1 nuevos se instalaran, © para eliminar y 142 no actualizados.
Se necesita descargar 817 kB de archivos.
Se utilizaran 1 317 kB de espacio de disco adicional después de esta operacién.
Des:1 http://cr.archive.ubuntu.com/ubuntu yakkety/universe amd64 wise-doc all 2.
4.1-19 [817 kB]
Descargados 817 kB en 1s (425 kB/s)
Seleccionando el paquete wise-doc previamente no seleccionado.
(Leyendo la base de datos ... 169547 ficheros o directorios instalados actualmen
te.)
Preparando para desempaquetar .../wise-doc 2.4.1-19 all.deb ...
Desempaquetando wise-doc (2.4.1-19) ...
Configurando wise-doc (2.4.1-19) ...
Procesando disparadores para doc-base (0.10.7) ...
Procesando 3 archivos doc-base afadidos...
vane@vane-VirtualBox:~$ I




Se descargara por medio del comando wget la herramienta wise. Wget lo
que permite descargar ficheros desde internet de modo consola. Con el
comando “tar xvfz” se desempaqueta las herramientas.

. Y-1o

;| o

vane@vane-VirtualBox: ~ vane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-v‘irtualBox:~$ wget http://korflab.ucdavis.edu/Datasets/cegma/wise2.2.3 [lvane@vane-VirtualBox:~$ tar xvfz wise2.2.3-rc7.tar.gzl]
-rc7.tar.gz



M S @ vane@vane-VirtualBox: ~/wise2.2.3-rc7/wisecfg

vane@vane-VirtualBox:~5 cd wise2.2.3-rc7/wisecfqg
vane@vane-VirtualBox:~/wise2.2.3-rc7/wisecfg$S pwd

fhome /vane /wise2.2.3-rc7/wisecfqg
vane@vane-VirtualBox:~/wise2.2.3-rc7/wisecfg$ nano ~/.bashrcl}

Con “cd” se podra navegar entre carpetas y “pwd” devuelve la ruta en
la que esta situado.

Con “nano “/.bashrc" se ingresa a editor de texto ‘bash’ que es el
intérprete de la mayoria de sistemas linux.



M S @ vane@vane-VirtualBox: ~/wise2.2.3-rc7/wisecfg

nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.bashrc Modificado

# ~/.bash_aliases, instead of adding them here directly.
# See fusr/share/doc/bash-doc/examples in the bash-doc package.

if [ -f ~f.bash_aliases ]; then
. ~f.bash_aliases
fi

# enable programmable completion features (you don't need to enable
# this, if it's already enabled in /fetc/bash.bashrc and fetc/profile

# sources fetc/bash.bashrc).
if ! shopt -oq posix; then
if [ -f fusr/share/bash-completion/bash_completion ]; then
. fusr/share/bash-completion/bash completion
elif [ -f Jetc/bash _completion ]; then
. fetc/bash_completion
fi
fi
export WISECONFIGDIR=/home/vane/wise2.2.3-rc7/wisecfg

gf Ver ayuda ¥ Guardar @l Buscar WY Cortar Texg®l Justificarige Posicion
g Leer fich. plazar[@ll Pegar txt @l Ortografiagl Ir a linea

Con el comando “nano “/.bashrc" se mostrara la siguiente pantalla de
texto donde se buscara el final del texto y se editara lo siguiente:

“export WISECONFIGDIR=/ubicacion/wise2.2.3-rc7/wisecfg/” cOmo se ve en
la imagen.

Hay que recordar que para saber la ubicacion se utiliza el comando “pwd”.



Una vez se guarde y se salga del editor de texto se editara el
comando

“. “I.bashrc” que servira para actualizar sin necesidad de reiniciar el
servidor.

& S F vane@vane-VirtualBox: ~fwise2.2.3-rc7/wisecfg

vane@vane-VirtualBox:~/wise2.2.3-rc7/wisecfgs . ~/.bashrcl}




“ geneid“

Es un programa de prediccion de genes y fue uno de los
primeros programas que predicen estructuras exonicas
completas de genes vertebrados. Geneid mantiene una

estructura jerarquica(sefial de exon a gen).



Para descargar geneid se utilizara la siguiente direccion wget ftp://
genome.crg.es/pub/software/geneid/geneid_v1.4.4.Jan_13 2011.tar.gz
y se colocara tal como se ve en la imagen.

@ S G vane@vane-VirtualBox: ~

ane@vane-VirtualBox:~$ wget ftp://genome.crq.es/pub/software/geneid/geneid v1.4
4.Jan_13_2011.tar.gzf]]

Seguidamente se debe descomprimir el paquete.

™ ® () vane@vane-VirtualBox: ~

ane@vane-VirtualBox:~$ tar xvfz geneid v1.4.4.Jan_13 2011.tar.qzf]




Una vez descomprimido el paquete de geneid se ingresara a la carpeta
llamada geneid, y se utilizara el comando “make’que se encarga de leer
todos los makefiles que son los que indican a make cuales y en que
orden compilar los archivos fuentes de la herramienta.

M S @ vane@vane-VirtualBox: ~/geneid

vane@vane-VirtualBox:~$ cd geneid
vane@vane-VirtualBox:~/geneidS make




Se movera la terminal a la carpeta bin, y ahi se utilizara el comando ”./
geneid —h" que prueba si la herramienta se compilo correctamente.

M & © vane@vane-VirtualBox: ~/geneid/bin

vane@vane-VirtualBox:~/geneidS$ cd bin
vane@vane-VirtualBox:~/geneid/bin$ ./geneid -h]j

El comando “sudo cp” lo que va a realizar es la copia de todo lo que esta
dentro de la carpeta bin en /usr/bin.

vane@vane-VirtualBox: ~/geneid/bin
vane@vane-VirtualBox:~/geneid/bin$ sudo cp geneid fusr/bin



El .profile es un fichero de texto que el sistema operativo ejecuta de
forma automatica cuando se da una cierta condicion. En el fondo lo
gque hace es mandar a bash a ejecutar archivos , hay que tener
presente que solo hay una copia de .profile por lo que es muy
Importante tener cuidado con el contenido de este archivo. Este
archivo se ejecutara cada vez que se inicie sesion de usuario.

@ ® @ vane@vane-VirtualBox: ~/geneid/bin
vane@vane-VirtualBox:~/geneid/bin$ nano ~/.profilel}




M S @ vane@vane-VirtualBox: ~/geneid/bin

nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.profile Modificado

# if running bash
if [ -n "S$BASH_VERSION" ]; then
# include .bashrc if it exists
if [ -f "SHOME/.bashrc" ]; then
. "SHOME/.bashrc"
fi
fi

# set PATH so it includes user's private bin directories
PATH="SHOME/bin:SHOME/.local/bin:SPATH"
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Este es el editor .profile. La ruta que se debera digitar sera la siguiente:
PATH=$PATH:~/src/geneid/bin/./ y export PATH, como se muestra en
la imagen.

Para salir y guardar el archivo se podra teclear control + C 6 control +
X dependiendo del computador.



Una vez se guarde y se salga del editor de texto se digitara el comando
“. “l.profile’que servira para actualizar sin necesidad de reiniciar el servidor.

=) vane@vane-VirtualBox: ~/geneid/bin

vane@vane-VirtualBox:~/geneid/binS$ nano ~/.profile
vane@vane-VirtualBox:~fgeneid/bin$ . ~/.profile




BLAST

Blast2 es una herramienta interactiva que utiliza el motor
BLAST para la comparacion de secuencias con pares de
ADN-AND o Proteinas-Proteinas y se basa en el mismo
algoritmo de Smith-Waterman y estadisticas de alineacion

que Blast.



Nuevamente se utilizara el comando “wget” para poder descargar los
ficheros de blast, con la direccion que se ve a continuacion:

M S @ vane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-VirtualBox:~$ wget https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blas
t+/LATEST/ncbi-blast-2.5.0+-x64-1linux.tar.gz

Con el comando “tar xvfz” se desempaqueta el blast descargado.

-

= vane@vane-VirtualBox: ~
vane@vane-VirtualBox:~$ tar xvfz ncbi-blast-2.5f0+-x64-1inux.tar.gz




Hay que navegar a la carpeta “bin" como se muestra en la imagen y se
ingresara al editor de texto de ./profile.

F -1

vane@vane-VirtualBox: ~fncbi-blast-2.5.0+/bin

vane@vane-VirtualBox:~$ cd ncbi-blast-2.5.0+/bin
vane@vane-VirtualBox:~/ncbi-blast-2.5.0+/bin$ nano ~/.profile

Como se muestra es el mismo texto donde se coloco la direccion de geneid y
seguidamente se debera poner la direccion de blast y guardar el archivo.

vane@vane-VirtualBox: ~/ncbi-blast-2.5.0+/bin
nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.profile Modificado

# if running bash
if [ -n "SBASH_VERSION" ]; then
# include .bashrc if it exists
if [ -f "SHOME/.bashrc" ]; then
. "SHOME/.bashrc"
fi
fi

# set PATH so it includes user's private bin directories
PATH="SHOME/bin:SHOME/.local/bin:SPATH"
PATH=SPATH:~/src/geneid/bin/./

export PATH

PATH=SPATH:~/src/ncbi-blast-2.5.0+/bin/./

export PATH
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1]

Por ultimo el comando “. "/.profile” que como se menciono
anteriormente servira para actualizar los archivos sin necesidad
de reiniciar.

M © @ vane@vane-VirtualBox: ~/ncbi-blast-2.5.0+/bin

vane@vane-VirtualBox:~/ncbi-blast-2.5.0+/bin% . ~/.profile
vane@vane-VirtualBox:~/ncbi-blast-2.5.0+/bin%




HMMER se utiliza para hacer alineaciones de secuencias y
buscar bases de datos de secuencias homologas, basadas
en modelos probabilisticos ocultos de Markov. Esta disenado
para detectar los homologos con la mayor sensibilidad

posible.



Se utilizara el comando “wget’'mpara descargar el paquete de
HMMER.

Pl —

= wvane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-VirtualBox:~$ wget http://eddylab.org/software/hmmer3/3.1b2/hmmer-3.1b
2-1linux-intel-x86_64.tar.gz

Se descomprime la herramienta con el comando “tar xvfz” y se pone el
nombre del paquete HMMER.

@ vane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-VirtualBox:~$ tar xvfz hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64.tar.gz |



Se navega a la carpeta hmmer y se utilizara el comando “./configure”
que sirve para configurar las caracteristicas del sistema, ademas de
crear archivos makefile con dependencias y opciones definidas.

Y —N

vane@vane-VirtualBox: ~/hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64

vane@vane-VirtualBox:~5 cd hmmer-3.1b2-1inux-intel-x86_64/
vane@vane-VirtualBox:~/hmmer-3.1b2-1inux-intel-x86_64$ ./configure

Se utilizara el comando “make”para compilar , “make check” para la
verificacion y “make install’para la instalacion del programa.

(x]- 'Y Y-

® vane@vane-VirtualBox: ~/hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64 vane@vane-VirtualBox: ~/hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64

vane@vane-VirtualBox:~/hmmer-3.1b2-1inux-intel-x86_64$ make vane@vane-VirtualBox:~/hmmer-3.1b2-1inux-intel-x86_645 make check

A S © vane@vane-VirtualBox: ~/hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64

vane@vane-VirtualBox:~/hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64% sudo make install
[sudo] password for vane: ||




El primer comando “pwd” devuelve la ruta en la que esta situado. El segundo
comando nos permite ingresar al archivo .profile para poder direccionar
hmmer y el tercer comando actualizara el archivo sin necesidad de reiniciar el
sistema, este ultimo se utilizara una vez y el archivo .profile a sido modificado
y guardado.

Se muestra como va colocado en el archivo .profile la direccion de hmmer.

M S @ vane@vane-VirtualBox: ~/hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64

nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.profile Modificado

# if running bash
if [ -n "SBASH_VERSION" ]; then
# include .bashrc if it exists
if [ -f "SHOME/.bashrc" ]; then
. "SHOME/.bashrc"
fi
fi

# set PATH so it includes user's private bin directories
PATH="SHOME/bin:SHOME/.local/bin:SPATH"
PATH=SPATH:~/src/geneid/bin/./

export PATH

PATH=SPATH:~/src/ncbi-blast-2.5.0+/bin/./

export PATH
PATH=SPATH:~/src/hmmer-3.1b2-1linux-intel-x86_64/bin/. [
export PATH
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Making sense of sequences

CEGMA

CEGMA (Core Eukaryotic Genes Mapping Approach) es una
herramienta que permite construir un conjunto Inicial de
anotaciones de genes fiables de genomas Eucariotas, incluye el
uso de los modelos ocultos de Markov para garantizar la
fiabilidad de la estructura de los genes.



Se utilizara el comando “wget” para descargar el paquete de cegma y se
descomprimira con el comando “tar xvfz".

M © @ vane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-VirtualBox:~$ wget http://korflab.ucdavis.edu/Datasets/cegma/cegma_v2.
4.010312.tar.gz

--2016-12-10 19:07:15-- http://korflab.ucdavis.edu/Datasets/cegma/cegma_v2.4.01
0312.tar.gz

Resolviendo korflab.ucdavis.edu (korflab.ucdavis.edu)... 128.120.143.145
Conectando con korflab.ucdavis.edu (korflab.ucdavis.edu)[128.120.143.145]:80...
conectado.

Peticidén HTTP enviada, esperando respuesta... 200 OK

Longitud: 13352428 (13M) [application/x-tar]

Guardando como: “cegma_v2.4.010312.tar.gz”

cegma_v2.4.010312.t 100%[ 12,73M  336KB/s in 69s

2016-12-10 19:08:24 (190 KB/s) - “cegma_v2.4.010312.tar.gz” guardado [13352428/1
3352428]

vane@vane-VirtualBox:~$ I

vane@vane-VirtualBox:~$ tar xvfz cegma_v2.4.010312.tar.gz




Se navegara a la carpeta cegma con el comando “cd” y se ejecutara
el comando “make” para compilar los archivos.

M S © vane@vane-VirtualBox: ~fcegma_v2.4.010312

vane@vane-VirtualBox:~$ cd cegma v2.4.010312/
vane@vane-VirtualBox:~/cegma_v2.4.0103125 make
HiH

### RUNNING MAKEFILE

HHH

### sab 10 dic 19:10:02 CST 2016 -- vane

./bin;
Finishing PERL script from "src/cegma.pl"” -= "bin/fcegma"
Finishing PERL script from "src/genome_map.pl" -= "bin/genome map"
Finishing PERL script from "srcf/local map.pl"” -= "bin/local map"
Finishing PERL script from "src/parsewise.pl” -> "bin/fparsewise"
Finishing PERL script from "src/hmm_select.pl" -= "bin/hmm_select"
Finishing PERL script from "srcf/completeness.pl” -= "binfcompleteness”
Finishing PERL script from "src/geneid-train.pl" -> "bin/geneid-train”
Finishing PERL script from "src/make paramfile.pl" -= "bin/make_paramfile"

MAKEFILE DONE...

vane@vane-VirtualBox:~/cegma_v2.4.010312$ |




Se navega a la carpeta bin y se probara que cegma se lograra compilara bien
con

/cegma _h' ™ ® @ vane@vane-VirtualBox: ~/cegma_v2.4.010312/bin

vane@vane-VirtualBox:~/cegma_v2.4.0103125% cd bin
vane@vane-VirtualBox:~/cegma_v2.4.010312/bin$ ./cegma -h

Se va ingresar nuevamente al .profile para agregar la ruta de cegma como
se muestra en la segunda imagen y exportarla, una vez guardada se

actualiza el sistema con .”/.profile.

@ @ @ vane@vane-VirtualBox: ~/cegma_v2.4.010312/bin '@ vane@vane-VirtualBox: ~
vane@vane-VirtualBox:~/cegma_v2.4.010312/bin$ nano ~/.profile nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.profile
vane@vane-VirtualBox:~/cegma_v2.4.010312/binS . ~/.profile
# 1f running bash
if [ -n "$BASH_VERSION" ]; then
# include .bashrc if it exists
if [ -f "SHOME/.bashrc" ]; then
. "SHOME/.bashrc"
fi
fi

# set PATH so it includes user's private bin directories
PATH="$HOME/bin:SHOME/.local/bin:SPATH"
PATH=SPATH:~/geneid/bin/./

export PATH

PATH=SPATH:~/ncbi-blast-2.5.0+/bin/./

export PATH

PATH=SPATH: ~/hmmer-3.1b2-linux-intel-x86_64/bin/./
export PATH

PATH=SPATH:~/cegma_v2.4.010312/bin/./

export PATH
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™ S @ vane@vane-VirtualBox: ~/cegma_v2.4.010312/bin
nano 2.6.3 Archivo: fhome/vane/.bashrc Modificado

@S vane@vane-VirtualBox: ~/cegma_v2.4.010312/bin

vane@vane-VirtualBox:~/cegma_v2.4.010312/bin$ pwd
/home /vane/cegma v2.4.010312/bin if 1| shopt -oq posix; then
vane@vane-VirtualBox:~/ce 'bin$ nano ~/.bashrc if [ -f fusr/share/bash-completion/bash_completion ]; then

. . Tem -y . Jusr/share/bash-completion/bash_completion
vane@vane-V}rtualBox.~,*Ic_¢ Ibms . ~/.bashrc R = E e e e T B e
vane@vane-VUtualBox:~,’C‘r‘:g d Vi.4.0 3 ._jblﬂsl . /etc/bash_completion

fi
fi
export WISECONFIGDIR=/home/vane/wise2.2.3-rc7/wisecfg
export CEGMA=/home/vane/cegma_v2.4.010312/bin
export PERL5LIB=/home/vane/cegma_v2.4.010312/bin/1lib/
export CEGMATMP=/home/vane/cegma_v2.4.010312/
export WISE2 PATH=/usr/bin
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Primero se verificara con “pwd’ la ruta en la que esta situado.

Seguido “nano “/.bashrc" se ingresa al editor de texto y se verificara
gue el bash sea similar al que se muestra en la segunda imagen, sino
fuera asi debera agregar los export que se muestran verificando en
donde se encuentra ubicado cada una de las herramientas en su
sistema.

Por ultimo, se guardara el archivo y se actualizara con “."/.bashrc”.



Una vez reiniciado el sistema se ingresara a la carpeta “sample” para realizar una
pequena prueba, se utilizara el siguiente comando:

vane@vane-VirtualBox: ~/cegma_v2.4.010312/sample
vane@vane-VirtualBox:~$ cd cegma v2.4. 010312!samp1e

vane@vane-VirtualBox: 2gMmE : S [fhome/vane/fcegma v2.4.010312/b1l
nfcegma -g sample.dna —p sample prot

Esta prueba dura un poco asi que se debe tener paciencia, se vera al finalizar la corrida
algo muy similar a la imagen.

L MAPPING PROTEINS TO GENOME (TBLASTN) e

RUNNING: genome_map -n genome -p 6 -o 5000 —c 2000 -t 16 /path/to/CEGMA/sample/sample.prot /path/to/CEGMA/sample/sample.dna 2>output.cegma.errors

Building a new DB, current time: 04/30/2012 11:42:26

New DB name: /tmp/genome86278.blastdb

New DB title: /path/to/CEGMA/sample/sample.dna

Sequence type: Nucleotide

Keep Linkouts: T

Keep MBits: T

Maximum file size: 1073741824B

Adding sequences from FASTA; added 1 0.

Found 86 candidate regions in /path/tc/CEG%/sample/saxnple dna

o MAKING INITIAL GENE PREDICTIONS FOR CORE GENES (GENEWISE + GENEID) L

RUNNING: local _map -n local -f -h /path/to/CEGMA/data/hmm profiles -i XOG genome.chunks.fa 2>output.cegma.errors
NOTE: created 23 geneid predictions

> FILTERING INITIAL PROTEINS PRODUCED BY GENEID (HMMER) x>
RUNNING: hmm select -i KOG -o local -t 16 /path/to/CEGMA/data/hmm_profiles local.geneid.fa /path/to/CEGMA/data/profiles_cutoff.tbl put.cegma.errors

NOTE: Found 15 geneid predictions with scores above threshold value

*x CALCULATING GENEID PARAMETERS FROM SELECTED GENEID PREDICTIONS x

RUNNING: geneid-train local.geneid.selected.gff local.geneid.selected.dna geneid_params 2>output.cegma.errors
DATA COLLECTED: 15 Coding sequences containing 48 introns
RUNNING: make_paramfile /path/to/CEGMA/data/self.param.template \
geneid_params/coding.initial.5.logs geneid params/coding.transition.5.logs \
geneid_params/start.logs geneid_params/acc.logs geneid_params/don.logs \
geneid_params/intron.max > geneid_params/self.param

*x ACCURATE LOCAL MAPPING *x

RUNNING: local_map -n local_self -g local.genewise.gff -d geneid params/self.param —h /path/to/CEGMA/data/hmm _profiles —i KOG genome.chunks.fa 2>output.cegma.errors
NOTE: Will use specifed local.genewise.gff file instead of running genewise
NOTE: created 21 geneid predictions

*x FINAL FILTERING =

RUNNING: hmm_select -i KOG -o local_self -t 16 /path/to/CEGMA/data/hmm profiles local_self.geneid.fa /path/to/CEGMA/data/profiles_cutoff.tbl 2>output.cegma.errors
NOTE: Foud 15 geneid predictions with scores above threshold value

xx CONVERTING LOCAL COORDINATES INTO GENOME-WIDE COORDINATES x
xx EVALUATING RESULTS AND COMPARING TO SET OF 248 HIGHLY CONSERVED CEGS x

RUNNING: completeness local_self.hmm_select.aln /path/to/CEGMA/data/completeness_cutoff.tbl > output.completeness_report




Nota

Hay que tomar en cuenta que dependiendo de las versiones podria
generar errores en el momento de querer usar cegma.

Un error comun es “geneid-train did not work properly” cuando se
intenta correr la prueba y se podria solucionar de una manera muy
sencilla:

Ingresamos en la carpeta cegma — folder lib - en los archivos geneid.pm
en la linea 108 y HMMStar.pm en la linea 41 y se sustituira el siguiente
caodigo:

Antes: $code .= “$tab foreach my \$chi qw(AC G T) {\n”;

Después: $code .= “$tab foreach my \$c$i (Qw(AC G T)) {\n”;

Guardan los archivos reinician sistema y vuelven a intentar la prueba y
deberia funcionar sin problema.



Aug USTUS [gene prediction]

AUGUSTUS es un programa que predice genes en
secuencias eucarioticas gendomicas. Augustus esta creado
para predecir genes en genomas de especies novedosas.
También le permite predecir genes en una secuencia del
genoma con parametros ya entrenados.



Para instalar Augustus es importante tener numpy instalado, es un paquete
fundamental para el trabajo de computacion cientifica con python.

En el primer comando se verifica si esta instalado, en mi caso no lo tenia
instalado, por lo que se agregara con el comando " sudo apt-get install

python-numpy”_ S S E vane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-VirtualBox:~% python -c "import numpy”
Traceback (most recent call last):
File "<string=", 1line 1, in <module=
ImportError: No module named numpy
vane@vane-VirtualBox:~$ sudo apt-get install python-numpy|

La subversion es una herramienta mas conocida como svn disenado para
mantener bajo control la vesion, documentacion y codigo fuente de una
aplicacion. Y se logra instalar con el comando " sudo apt-get install
subversion’. T

vane@vane-VirtualBox:~S svn

ELl programa «svn» no esta instalado. Puede instalarlo escribiendo:
sudo apt install subversion

vane@vane-VirtualBox:~$ sudo apt-get install subversionf]

vane@vane-VirtualBox: ~




Se podra descargar Augustus desde el link mostrado en la imagen con
el comando’wget” una vez descargado se descomprimira con el
comando “tar —xzf".

® & @ vane@vane-VirtualBox: ~

vane@vane-VirtualBox:~$ sudo wget https://storage.googleapis.com/google-code-arc
hive-downloads/v2/code.google.com/augustus/augustus-0.5.3.0.tar.gz

--2016-12-11 17:19:49-- https://storage.googleapis.com/google-code-archive-down
loads/v2/code.google.com/augustus/augustus-0.5.3.0.tar.gz

Resolviendo storage.googleapis.com (storage.googleapis.com)... 74.125.134.128
Conectando con storage.googleapis.com (storage.googleapis.com)[74.125.134.128]:4
43... conectado.

Peticién HTTP enviada, esperando respuesta... 200 OK

Longitud: 5192530 (5,0M) [application/octet-stream]

Guardando como: “augustus-0.5.3.0.tar.gz”

augustus-0.5.3.0.ta 100%[ 4,95M 69,6KB/s in 40s

2016-12-11 17:20:31 (128 KB/s) - “augustus-0.5.3.0.tar.gz” guardado [5192530/519
2530]

vane@vane-VirtualBox:~$ tar -xzf augustus.2.5.5.tar.gzl}




Ahora, hay que navegar a la carpeta augustus.2.5.5/src (tomando en cuenta que

esa es la version que yo utilice).Se inicia la compilacion
comando “make”.

@ & @ vane@vane-VirtualBox: ~/augustus.2.5.5/src

vane@vane-VirtualBox: 5% cd src/
vane@vane-VirtualBox: 5.5/src$ 1s

extrinsicinfo.cc merkmal.cc

fastBlockSearch.cc motif.cc

genbank.cc namgene.cc
commontrain.cc gene.cc pp_fastBlockSearcher.cc
consensus.cc geneticcode. pp_hitseq.cc
consensusFinder.cc hints.cc pp_prepare_align.cc

contentmodel.cc igenicmodel. pp_profile.cc

igenictrain. pp_scoring.cc
intronmodel. projectio.cc
introntrain. properties.cc
licence. txt statemodel.cc
LICENCE.TXT types.cc
1ldouble.cc utrmodel.cc
L logdoubletest.cc utrtrain.cc

exon_seg.orig.cc makedepend.pl vitmatrix.cc

exontrain.cc Makefile

vane@vane-VirtualBox:~/augustus.2.5.5/src$ make

Se ingresara al bash recordando el comando “nano “/.bashrc"

de la herramienta con el

y se cambiara la

variable de entorno con la direccion en donde se encuentra augustus. Por ultimo

se actualizara el sistema con “. “/.bashrc’.

® @ @ vane@vane-VirtualBox: ~/augustus.2.5.5/src

nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.bashrc Modificado

if ! shopt -oq posix; then
if [ -f fusr/share/bash-completion/bash_completion ]; then
. fusr/share/bash-completion/bash_completion
elif [ -f fetc/bash_completion ]; then
. [fetc/bash_completion

WISECONFIGDIR=/home/vane/wise2.2.3-rc7/wisecfg
CEGMA=/home fvane/cegma_v2.4.010312
PERL5LIB=/home/vane/cegma_v2.4.010312/1ib
CEGMATMP=/home /vane fcegma_v2.4.010312/
WISE2_PATH=/fusr/bin/
PATH="/homefvane/augustus.2.5.5/bin/:SPATH"
AUGUSTUS_CONFIG_PATH=/home/vane/augustus.2.5.5/config/[]
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SNAP

Scalable Nucleotide Alignment Program

SNAP es un nuevo alineador de lecturas cortas y largas
mas precisa, es decir con menos errores y es 10-100x
mas rapido que herramientas de ultima generacion.



Primero se descargara el paquete de la web en la siguiente direccion :

https://drive.google.com/open?id=08B -
DuA1JwraQuvVEQyYyV19UZHNpRXc

Navegar hasta la carpeta donde esta SNAP. Hay que recordar que si
necesitara descomprimir el paquete hay que usar el siguiente comando.

< vane@vane—thualBox ~

J_II"'«—lrlr W LOT L &« i e J
vanemvane VirtualBox:~$ tar xzvf snap- 2013 11 29.tar.gz
snap/

snap/O@OREADME
snap/._cds-trainer.pl
snapfcds-trainer.pl
snap/depend

snap/DNA /S
snap/fexample.zff
snap/._exonpairs.c
snap/exonpairs.c
snap/._fathom.c
snap/fathom.c
snap/._forge.c
snap/fforge.c
snap/HMM/
snap/hmm-assembler.pl
snap/._hmm-info.c
snap/hmm-info.c
snap/._ LICENSE
snap/LICENSE
snap/._Makefile

snap/Makeflle
noncodlng tralner pl




Una vez descargado y descomprimido se navegara a la
carpeta snap, y compilaremos la herramienta con “make”.

™ S @ vane@vane-VirtualBox: ~/snap

vane@vane-VirtualBox:~$ cd snap/

vane@vane-VirtualBox:~/snap$ 1s

OOREADME exonpairs.c hmm-info.c snap.c
cds-trainer.pl fathom.c LICENSE zff2gff3.pl
depend forge.c Makefile Zoe

DNA HMM noncoding-trainer.pl

example.zff hmm-assembler.pl patch-hmm.pl
vane@vane-VirtualBox:~/snap$ make




Ahora se ingresara al bash, recordando el comando “nano “/.bashrc"
y se cambiara la variable de entorno “PATH” como se ve en la imagen

y se guarda los cambios.
Por ultimo se actualizara el sistema con “. “/.bashrc”.

@ S @ vane@vane-VirtualBox: ~/snap

nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.bashrc Modificado

export WISECONFIGDIR=/home/vane/wise2.2.3-rc7/wisecfg

export CEGMA=/home/vanefcegma v2.4.010312

export PERLS5LIB=/home/vane/cegma v2.4.010312/11ib

export CEGMATMP=/home/vane/cegma v2.4.010312/
WISE2 PATH=/usr/bin/
PATH="/home/vane/augustus.2.5.5/bin/: /home/vane/snap:fPATH"
AUGUSTUS CONFIG _PATH=/home/vane/augustus.2.5.5/config/
ZOE=/home/vane/snap/fZoe
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Systems €
Biology  RepeatMasker




RMBlast

Es una version compatible con RepeatMasker y es de la familia de NCBI BLAST.
Incluye soporte para matrices personalizadas , el algoritmo de busqueda de Smith-

Waterman.

Tandem Repeats Finder TRF

Es un programa para localizar y mostrar repeticiones tandem (una secuencia de dos o
mas contiguos) en secuencias de ADN. Para utilizar el programa, el usuario envia una
secuencia en formato FASTA. La salida consta de dos archivos: un archivo de tabla de
repeticion y un archivo de alineacion. El programa es muy rapido, analizando

secuencias del orden de SMb en unos segundos.

Maker

Es un pipeline de anotacion de genoma portable y facil de configurar. Su proposito es

permitir que los proyectos de genoma eucariotas y procariotas mas pequenos anoten
sus genomas de forma independiente y crear bases de datos de genomas. MAKER

debe resultar especialmente util para proyectos de organismos modelo con una
experiencia minima en bioinformatica y recursos informaticos.

RepeatMasker

Es un programa que detecta secuencias de ADN para repeticiones intercaladas vy

secuencias de ADN de baja complejidad. La salida del programa es una anotacion
detallada de las repeticiones que estan presentes en la secuencia de consulta, asi
como una version modificada de la secuencia de consulta en la que todas las

repeticiones anotadas han sido enmascaradas.



Primero se descargara los paquete de la web en el siguiente vinculos 0
las paginas oficiales de las herramientas.
https://drive.google.com/open?id=0B -
DuA1JwraQueHo4 neUk

Si necesitara descomprimir los paquetes habria que realizarlo de la
siguiente manera:

M S E vane@vane-VirtualBox: ~
vane@vane-VirtualBox:~$ tar xzvf rmblastn-2.2.28-x64.tar.gz [}

™ S E vane@vane-VirtualBox: ~
vane@vane-VirtualBox:~$ tar xzvf RepeatMasker.tar.gz |}

M &S E vane@vane-VirtualBox: ~
vane@vane-VirtualBox:~$ tar xvfz maker-2.321.8.tg=z

Archivos




El primer paquete que se va a instalar va ser Maker, para eso se navegara a la
carpeta maker/src y se ejecutara un comando con perl generalmente instalado en
ubuntu por defecto, que revisara que todas las versiones y requerimientos se
encuentren correctamente.En este caso se generd una advertencia de “build

installdeps”.

©) vane@vane-VirtualBox: ~/maker/src

[vane@vane-VirtualBox:~$ cd maker/
vane@vane-VirtualBox:~/maker$ 1s
bin data GMOD INSTALL 1ib LICENSE MWAS perl README RELEASE src
vane@vane-VirtualBox:~/ cd src/f
vane@vane-VirtualBox:~/ srcS 1s
bin _build inc locations MYMETA.json version
blib Build.PL 1ib MANIFEST MYMETA.yml
vane@vane-VirtualBox: ~fm4Per} rc$ perl Build.PL
Checking prerequisites.
requires:

! I0::All is not installed

! Inline::C is not installed

! Perl::Unsafe::Signals is not installed

! Want is not installed

! forks is not installed

! forks::shared is not installed

ERRORS /WARNINGS FOUND IN PREREQUISITES. You may wish to install the versions
of the modules indicated above before proceeding with this installation

Run 'Build installdeps' to install missing prerequisites.

Se configurara el paquete pendiente con el comando “sudo
mstalldeps como se ve en la imagen.

= @ vane@vane-VirtualBox: ~/maker/src

vane@vane-VirtualBox:~/maker/src$ sudo ./Build installdeps

CPAN.pm requires configuration, but most of it can be done automatically.
If you answer 'no' below, you will enter an interactive dialog for each
configuration option instead.

Would you like to configure as much as possible automatically? [yes] |}

/build



Ahora se debera instalar Maker con el comando “./Build install”, sin
problemas. gegs

vane@vane-VirtualBox:~/maker/src$ ./Build installlj

@ vane@vane-VirtualBox: ~/maker/src

También Maker se ingresara al bash con el comando “nano “/.bashrc" vy se
modificara la variable de entorno “PATH” como se ve en la imagen y se guarda
los cambios. Por ultimo se actualizara el sistema con “. “/.bashrc’.

A vane@vane-VirtualBox: ~

nano 2.6.3 Archivo: /home/vane/.bashrc Modificado

. Jusr/share/bash-completion/bash_completion
elif [ -f /etc/bash_completion ]; then
. [etc/bash_completion
fi
fi
export WISECONFIGDIR=/home/vane/wise2.2.3-rc7/wisecfqg
export CEGMA=/home/vane/cegma v2.4.010312

export PERLSLIB="/home/vane/cegma v2.4.010312/1ib:/home/RepeatMaskerf]

export CEGMATMP=/home/vane/cegma v2.4.010312/

export WISE2 PATH=/usr/bin/

export PATH="/home/vane/augustus.2.5.5/bin/: /home/vane/snap: /home/vane /RepeatMasker: /home/vane/maker /bin:SPATH"
export AUGUSTUS_CONFIG_PATH=/home/vane/augustus.2.5.5/config/

export ZOE=/home/vane/snap/Zoe

df Ver ayuda ¥ Guardar gl Buscar @y Cortar Texto @) Justificar g Posicion & Pag. ant.
R Salir il Leer fich. @@ Reemplazar il Pegar txt  [gJ Ortografia [l Ir a linea @Y Pag. sig.



Se navegara a la carpeta RepeatMasker, una vez se este en la carpeta se colocara el
comando “perl ./configure” y deberia ver la siguiente imagen. Generalmente el
sistema por determinado pone la direccion donde se encuentra RepeatMasker, sino
fuera asi debera digitarla. EEEE ST ="

**REPEATMASKER INSTALLATION DIRECTORY**

This is the path to the directory where
the RepeatMasker program has been installed.

Enter path [ fhome/vane/RepeatMasker ]:

- Building monolithic RM database...

Se va instalar un programa Illamado Tandem Repeat Finder o mas conocido
con sus siglas TRF. Se recomienda ubicar el archivo TRF dentro de la carpeta
de RepeatMasker para mayor facilidad de ubicacion. Una vez ingresada la
ubicacion de la herramienta seguimos con enter.

= wvane@vane-VirtualBox: ~/RepeatMasker

**TRF PROGRAM**

This is the full path to the TRF program.
This is now used by RepeatMasker to mask simple repeats.

Enter path [ fhome/vane/RepeatMasker 1: N




Ahora se va desplegar un menu y se eligira la opcion 2.

M ® & vane@vane-VirtualBox: ~/RepeatMasker

Add a Search Engine:

1. CrossMatch: [ Un-configured ]

2. RMBlast - NCBI Blast with RepeatMasker extensions: [ Un-config
ured ]
' 3. WUBlast/ABBlast (required by DupMasker): [ Un-configured ]

4. HMMER3.1 & DFAM: [ Un-configured ]

5. Done

Enter Selection: 2|

De igual manera hay que decirle a la configuracion de RepeatMasker la
ubicacion donde se encuentra el RMBlast, como se muestra en la imagen.

vane@vane-VirtualBox: ~/RepeatMasker @ & @ vane@vane-VirtualBox: ~/RepeatMasker

Do you want RMBlast to be your default
search engine for Repeatmasker? (Y/N) [ Y ]:

*RMBlast (rmblastn) INSTALLATION PATH**

This is the path to the location where
the rmblastn and makeblastdb programs can be found.

Add a Search Engine:
. CrossMatch: [ Un-configured ]
. RMBlast - NCBI Blast with RepeatMasker extensions: [ Configured, Default ]
. WUBlast/ABBlast (required by DupMasker): [ Un-configured ]
. HMMER3.1 & DFAM: [ Un-configured ]

. Done

nter path [ 1: /home/vane/ncbi-rmblastn-2.2.28/binl]
Enter Selection:




Lo siguiente en el menu es la opcion 5 para verificar que la
configuracion se realizd correctamente. Se mostrara la siguiente
leyenda mostrada en la imagen.

2 ) vane@vane-VirtualBox: ~/RepeatMasker

. CrossMatch: [ Un-configured ]

. RMBlast - NCBI Blast with RepeatMasker extensions: [ Configured, Default ]
. WUBlast/ABBlast (required by DupMasker): [ Un-configured ]

. HMMER3.1 & DFAM: [ Un-configured ]

. Done

Enter Selection: 5
-- Setting perl interpreter...

Congratulations! RepeatMasker is now ready to use.

The program is installed with a minimal repeat library

by default. This library only contains simple, low-complexity,

and common artefact ( contaminate ) sequences. These are

adequate for use with your own custom repeat library. If you

plan to search using common species specific repeats you will

need to obtain the complete RepeatMasker repeat library from

GIRI ( www.giriinst.org ) and install it in /home/vane/RepeatMasker.

Further documentation on the program may be found here:
[home fvane [RepeatMasker/repeatmasker.help

vane@vane-VirtualBox:~/RepeatMasker$ |

Todo salio bien!



