Mini-Projet Nextflow

Ce tp est réalisé sur le cluster de calcul genotoul avec une connexion ssh sur le compte
formation Cosmos.Tout le travail est réalisé dans le répertoire /work/cosmos/NEXTFLOW du
compte formation cosmos.

1) PREPARATION DE L’ESPACE DE TRAVAIL

Un répertoire data est créé dans le répertoire de travail NEXTFLOW. Ce répertoire
contiendra tous les fichiers relatifs aux données. Pour récupérer les données, la commande
wget suivie des liens contenant les données, disponibles a I'adresse suivante :
http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/UPS/DATA/TP_TOMATES/

Il) FICHIER BASH DE LANCEMENT NEXTFLOW

Dans le répertoire Nextflow est créé le fichier rnaseq.sh contenant le script permettant de
lancer la pipeline nf-core/rnaseq sur le cluster.

more rnaseq.sh

s/NEXTFLOW/data/sampletab.csv --fasta /work/cosmos/NEXTFLOW/data/genome_ch6.fasta --gtf /work/cosmos/MEXTFLOW/data/genome _Ché.gtf -profile genotou

La premiére ligne de ce fichier indique que ce script bash est fichier de type texte
contenant une suite de commandes shell, exécutable par l'interpréteur. Les lignes
commencant par #SBATCH décrivent une sorte d’argument optionnel spécifique au cluster
de calcul. Ici, on précise le nom du job par I'option -J, le temps maximum attribué au job
avec —time. Enfin, la mémoire réservée a ce job. Les lignes qui ne commencent pas par un #
sont des commandes bash. On retrouve module load qui permet de nettoyer les modules
précédemment utilisés, comme une réinitialisation des modules chargés.
bioinfo/nf-core-Nextflow-v21.04.1 est le module qui permet de charger la version 21.04.1 de
nextflow. Nextflow nf-core est une sorte de gestionnaire de script bioinformatique qui
supervise I'exécution des scripts jusqu'a ce que la pipeline soit terminé. C’est un outil trés
précieux en bioinformatique car il permet de gagner énormément de temps. Il permet
également de reproduire des workflows. Ainsi, on utilise la pipeline rnaseq de Nextflow
nf-core pour traiter les données ARN.

La commande de run contient beaucoup d’arguments:
e -r 3.4 : permet de sélectionner la révision 3.4

e —input : indique le chemin du fichier .csv contenant les échantillons fastq de la
forme : sample,fastq_1,fastq_2,strandedness

e —fasta : indique le chemin du fichier fasta du génome de référence

e —gtf : indique le chemin du fichier d’annotation du génome


http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/UPS/DATA/TP_TOMATES/

e -profile genotoul : utilise le profil de configuration de genotoul(télécharge et
lancera le genotoul.config quia été pré-configuré avec une configuration
adaptée au cluster Bioinfo Genotoul), une image docker contenant tous les logiciels
requis sera téléchargée

Le script est lancé depuis le genologin frontal avec la commande sbatch rnaseq. sh.
Hormis une erreur de chemin dans I'option —fasta, il n’y a pas eu d’erreur. Une fois le job fini,
on obtient deux répertoires work et results ainsi qu’un fichier texte de type slurm-[jobid].out
qui contient ce qu’affiche la sortie sur le terminal.
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Voici un apercgu de la fin du fichier qui nous confirme que le job est terminé et sans erreur
(au niveau de la commande en tout cas).

Commande seff et I’option -resume :

Job ID: 37375118
Cluster: genobull
User/Group: coOsmos/
State: COMPLETED (exit
Cores: 1

CPU Utilized:

CPU Efficiency: .8
Job Wall-clock time:
Memory Utili

Memory Efficiency:



https://github.com/nf-core/configs/blob/master/conf/genotoul.config

La commande seff s'exécute avec I'id du job, elle permet de récupérer des informations
relatives a I'état d’avancement du job, sa consommation en ressource, son temps
d'exécution et la I'efficacité de mémoire (mémoire utilisée par rapport a la mémoire réservée)
dans le cas ou il est terminé. On peut voir également le cluster utilisé (ici genobull, ce qui est
étrange car c’est un serveur frontal).

L'option resume est utilisée lors du redémarrage d’une pipeline, elle permet de reprendre les
résultats cachés de chaque étape du pipeline ou les entrées sont les mémes, cela permet
de consommer moins de ressource et gagner un peu de temps au lieu de reproduire les
mémes résultats.

ll) PRINCIPAUX REPERTOIRE ET FICHIER DE SORTIE

Comme dit plus haut, deux répertoires sont créés : work et results en plus des fichier log
cachés de nextflow. Pour faire simple, le répertoire work contient les fichiers de travail de
nextflow et results contient les résultats du job. Ci-dessous, un apergu des deux répertoires.

total 3

) cosmos formation
cosmos formation
) cosmos formation
2 cosmos formation
cosmos formation
3 cosmos formation

ormation £
ormation £

4 cosmos formation £

cosmos formation £

Results :
Pour commencer on voit que ce répertoire contient 6 sous-répertoires. Pour savoir de quoi il
s’agit, la premiére chose qui vient en téte est d’ouvrir ce répertoire
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fastqc :

On a un fichier html et un fichier .zip pour chaque échantillon. Le fichier html renvoie vers
une page html qui affiche plusieurs graphiques qui permettent de contréler la qualité de la
séquence d'entrée de I'échantillon.

genome :
Ce répertoire contient 'ensemble des fichiers et répertoires relatifs a I'indexation du génome
et son annotation. On y retrouve le genome.bed pour I'annotation et le genome.fai pour
l'indexation.

multiqc :
Il s’agit de I'agrégation des fichiers de sorties obtenues avec fastqc.

trimgalore :

Ce répertoire contient les fichiers fastqc réduit avec I'outil cutadapt qui enléve les
adaptateurs des échantillons. Par conséquent, on trouve dans ce répertoire un
sous-répertoire fastqc contenant les html et .zip des échantillons réduits. En plus, il y a des
fichiers texte résumant les parameétres et résultats du programme cutadapt. On trouve donc
un fichier texte par échantillons, 4 dans notre cas.

pipeline_info :

Le nom du répertoire est explicite, il contient toutes les informations de la pipeline,
notamment les échantillons (fichier.csv qui suit —input dans la commande), un fichier texte,
et html.
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Dans cette capture d'écran, on peut voir une partie du fichier texte qui ressemble au stdout
du run nf-core/rnaseq. C'est -a -dire qu' on voit les jobs qui sont lancés simultanément, avec
un programme spécifique. Il apparait la consommation de cpu pour chaque job et leur temps
d'exécution.

Dans ce répertoire, on trouve aussi un fichier .yml qui stocke les versions de tous les
logiciels utilisés pour ce pipeline.
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star_salmon :

Ce répertoire contient beaucoup de sous-répertoires et de fichiers de sorties obtenues aprés
traitement a chaque étape du pipeline. Star_salmon est un workflow de traitement de donné
RNA-seq :

1 : lecture et contréle des séquences input avec Fastqc

2 : réduction si nécessaire avec Cutadapt (par exemple)

3 : compter les lectures qui se chevauchent avec les genes, par exemple en utilisant
features Counts

4 : analyse différentielle de I'expression des genes (avec deseq2 par exemple)

Voici dans les captures d’écrans, a gauche le dossier star_salmon et a droite la pipeline
d’analyse rnaseq de nf-core.

The pipeline is built using and processes data using the following steps:

Merge re-sequenced FastQ files
-Rawread QC
t UMI barcode extraction
- Adapter and quality trimming
- Removal of genome contaminants
of ribosomal RNA

- Fast spliced aware genome alignment and transcriptome quantification
Alignment and quantification of expression levels
- Memory efficient splice aware alignment to a reference

- Sort and index alignments
0 - UMI-based deduplication
- Duplicate read marking

- Transcript assembly and quantification
and b /ig - Create bigWig coverage files

- Various RNA-seq QC metrics
Various RN, q QC metrics
Assessment of technical / biological read duplication
eq - Estimation of library complexity
o Read counting relative to gene biotype
PCA plot and sample pairwise distance heatmap and dendrogram
Present QC for raw reads, alignment, read counting and sample similiarity
nm q on

ving reference genome indices/files
- Report metrics generated during the workflow execution

Juste en comparant le nom des sous répertoires avec le nom des outils
(https:/Inf-co.re/rnaseq/3.8.1/output) on peut voir que ce répertoire contient les résultats de
chaque progiciel utilisé dans le workflow.

V1) INTERPRETATION DU REPORT MULTIQC

La premiére étape est d’ouvrir le fichier html du répertoire multigc. Des problémes ont été
rencontrés pour I'ouverture depuis une connexion ssh depuis un terminal shell (git bash).
Une copie du fichier html avec la commande scp est utilisée pour ouvrir le fichier en local.

Ce fichier comporte plusieurs analyses issues des différents échantillons qui ont été fournies
dans la pipeline.



Dans un premier temps, on a un tableau qui fournit des statistiques trés générales de
I'analyse notamment le pourcentage de de read qui sont mappés au génome de référence.
Ensuite, un outil permet d’estimer le sens des read ( RSeQC infer_experiment.py) est utilisé
en premiére étape. Il compare le sens fourni par I'utilisateur et celui calculé par cet outil.
Comme je ne me suis pas renseigné sur le sens des read, jai mis forward par défaut lors de
la déclaration des données. Ici, le tableau indique “unstranded” ce qui signifie qu’il n’a pas
trouvé le sens des lectures (si on regarde les valeurs pour le premier échantillon par
exemple, il indique que la moitié sont sens et l'autre antisens; par conséquent il n’a pas pu
départagé pour la totalité des reads).

DESeq2

Le premier outil d’analyse est deseq2, afin de réaliser des analyses en composantes
principales entre les différents échantillons. On voit que les échantillons mutants et
sauvages sont bien séparés, comme on s’y attendait.

Par la suite, une heat-map sur la base d’un partitionnement des différents échantillons. C’est
une autre maniére que I'’ACP de visualiser la séparation des échantillons sauvages et
mutants.

Biotypes Counts

Ce programme quantifie les reads mappés sur différentes régions du génome pour chaque
échantillon en utilisant featureounts. On peut voir que tous les read (tous les échantillons)
sont mappés a des régions codantes du génome (protein_coding). De plus, il y a plus de
reads issues des échantillons mutants mappés sur le génome que de read issue des
échantillons sauvages. Ainsi, on compte environ 700k reads des échantillons mutants
mappés sur régions codant pour des protéines contre 600k pour les reads des échantillons
sauvages.

Dupradar

Cet outil fournit un moyen facile de distinguer la fraction de lectures provenant de la
duplication naturelle due a une expression élevée de la fraction induite par des artefacts.
dupRadar évalue la fraction de lectures en double par géne en fonction du niveau
d'expression. On voit ici qu’il y a corrélation positive entre le % de duplication des reads et le
niveau d’expression génique, c’est attendu, cette analyse ne révéle pas d’artefact.

Picard

Cet outil permet en quelque sorte de marquer les lectures en double identifiées parmi les
alignements. |l permet d'évaluer le niveau global de duplication dans les échantillons. On
peut voir que pour chaque échantillon, on a environ autant de reads uniques que de reads
dupliqués. (cependant, je ne sais pas a quel pourcentage on s’attend)

Preseq

Preseq donne un apercgu sur la complexité des librairies, on voit un graphique montrant le
nombre de read unique séquencé en fonction du nombre de read de la librairie. Cette
courbe permet de voir le nombre de read redondant pour une profondeur de séquengage
donnée. La courbe en pointillé indique a quoi ressemblerait une librairie parfaite ou chaque
read est unique. On constate que plus la taille de la librairie est grande, plus la fraction de


http://rseqc.sourceforge.net/#infer-experiment-py

reads uniques diminue jusqu’a un ce que la pente de la droite stagne. Cela indique la

saturation de la librairie, c’est-a-dire que toutes les combinaisons de reads ont été vues, et
augmenter la taille de la librairie n'augmentera pas le nombre de read unique. Ici, pour une
librairie de 12M de reads, on a plus ou moins atteint la saturation pour chaque échantillon.

QualiMap

Cet outil est utilisé pour faciliter le contréle de la qualité des alignements des données de
séquencage.

Il fournit deux visualisation :

Genomic origin of reads : Visualisation de l'origine (intron, exon, intergénique) des lectures
mappées sur le génome. On retrouve les méme proportions chez les différents échantillons.
Les comptages sur MT1 par exemple indiquent environ 690 000 read mappés sur des
exons. En fait, on retrouve plus ou moins le nombre de read mappés sur des régions codant
pour des protéines (analyse Biotypes Counts).

Gene Coverage Profile : Fournit une vue globale des données qui aide a détecter les biais
dans le séquencgage et la cartographie des données. La distribution moyenne de la
profondeur de couverture des reads est en fonction de la position de 'ensemble transcripts
mappés. Les extrémités 5’ (100 premiéres pb) et 3’ (100 derniéres pb) sont a gauche et a
droite respectivement de I'axe X. On s'attend a avoir une faible profondeur aux extrémités du
transcript pour un séquencgage sans biais.

RSeQC

Cet outil fournit des analyses similaires a celles vues précédemment. En effet, on retrouve
dans un premier temps la distribution des reads sur les différentes caractéristiques
génomiques (CDS, intron, intergénique). Au vu des chiffres, cette premiére analyse prend en
compte les read dupliqués. Une seconde analyse montre le nombre de read ayant x nombre
de duplicatas. On voit que un read peut avoir plus de 400 occurrences. IL n'y a pas de
différences notables entre les échantillons mutants et sauvages. Ensuite, L'annotation de
jonction compare les jonctions d'épissage détectées a un modeéle de géne de référence. Ici,
on a environ 70/80% de jonctions qui sont connues. La courbe de saturation des jonctions
compte les jonction connues dans chaque échantillons, ici un plateau est atteint alors que
les échantillons ne sont pas a 100% de donnée, cela indique toutes les jonctions de la
bibliothéque ont été détectées et qu'un séquencage supplémentaire ne produira plus
d'observations.

Samtool

La premiére analyse proposée est a propos des scores d’alignements, chaque échantillon
est a 100%. On voit ensuite les statistiques générales fournies aprés I'analyse. Samtool
indique aussi le nombre de read mappés par chromosome, ici tous les reads sont sur le
chromosome SL2.40ch06.



STAR

Fastqc

Sur les données brute, on retrouve des analyses déja effectuées notamment le comptage
unique/dupliqué des reads; on y retrouve les mémes résultats.

Le graphique suivant nous montre la qualité des reads, par par contenu de séquence de
base (%A/T/G/C). On constate que les read n’ont pas été contaminés.

Un analyse complémentaire révele la composition en nucléotide de chaque position pour
différents échantillons.

Ensuite, on peut voir la moyenne du contenu en GC des read, chaque échantillon contient
environ 43% de GC. L’analyse teneur en base N permet d’indiquer la fiabilité du
séquencage. On regarde la proportion de base N pour chaque position, on s’attend a une
droite plate. En effet, si cette proportion dépasse quelques pour cent, cela suggére que le
pipeline d'analyse n'a pas été en mesure d'interpréter les données suffisamment bien pour
effectuer des appels de base valides

Le degré de duplication est montré par la suite, pas de différence notable entre échantillon
et on voit que on a 16% des librairies (pour chaque échantillon) qui contient des read avec
plus de 10 duplications.

Cutadapt

Cet outil enléve les adaptateurs sur les reads. Le seul résultat disponible montre que tous
les reads ont été filtrés par cet outil, autrement dit, tous les read possédaient des
adaptateurs. La longueur des adaptateurs va de 1 a 6 paires de base.






