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1. Introduccio

1.1 Motivacio

El desconeixement i la curiositat per la gendmica ja hi eren, la oportunitat de
fer-los desapareixer va ser un dels principals motius pels que em vaig decantar per la
servidorrealitzaciéo d'un treball d'aquest tipus. El fet de pensar que tots nosaltres, el
complexe funcionament del nostre cos, el nostre instint, les nostres malalties..., estan
codificades en una petita regié d'una cél-lula qualsevol, resulta prou interessant com
per endinsar-se a qualsevol projecte on es pugui aprendre i col-laborar amb aquest
interessant moén.

A més, aquest treball em resultava un d'ambicidés, actual, punter, de gran
utilitat i repercussid internacional i tot plegat em presentava un repte personal que
volia superar. Tot I'esforg invertit seria d'utilitat per tothom que volgués estudiar i
obtenir resultats de les comparacions de genomes eucariotes, com l'estudi de gens
gue provoquen cancer o altres patologies i d'aquesta manera faria una aportacio a la
medicina.

A l'aspecte tecnic em vaig trobar amb un problema a solucionar d'una dificultat
considerable, on s'havien d'aplicar totes les eines d'un enginyer, si voliem obtenir els
resultats esperats. S'havia de fer Us d'un potent servidor (i aprofitar-lo al maxim) per
resoldre els costosos calculs que van darrera d'una comparacié de genomes. Havia de
treballar amb GNU/Linux, shell-scripting i C++ per realitzar una automatitzacio total
del_servidor, realitzar la paral-lelitzaci6 de codi i pensar nous algorismes per
solucionar el problema. Tot aix0 em va donar I'empenta final per decidir-me per
aquest treball, doncs implicava I'Us de tecnologies potents, amb un grau de llibertat
alt, molt esteses i on desitjava profundament actualitzar i ampliar al maxim els meus
coneixements.
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1.2 Estat del art

Un genoma és la totalitat d'informacié genetica que conté un organisme viu.
Aquest genoma esta composat per una llarga seqliencia de les quatre bases
nitrogenades: A,C,Ti G.

Si realitzem la comparacié de genomes, podem obtenir una gran informacio
dels processos evolutius que han portat a I'existencia de la gran varietat d'éssers vius
que avui poblen la Terra. A més, aquesta comparacié de genomes, té una important
aplicaci6 medica. De fet, I'assignacid de funcionalitat als gens o per exemple, la
deteccid de gens que poden provocar malalties, s'acostuma a fer pel reconeixement
de seqliencies funcionals que es conserven d'un ésser viu a un altre.

Els genomes es classifiquen en tres tipus: Arqueobacteris, Bacteris i Eucariotes.
Els genomes d'eucariota son enormes, a diferéncia dels genomes de bacteris i
arqueobacteris, i aixd és un problema per la comparacié [Figura 1]. Per exemple, el
genoma huma té tres mil milions de bases mentre que el genoma d'un bacteri té al
voltant de tres milions, ens podem fer una idea.

Methanococous

ARQUEAS
Buchora sp. CCE  E.coli
BACTERIAS
e oplasma Paramecio Ameba

PROTISTAS *
Lovadura
HONGOS ile—
Guill ardia

1 AL GAS |

Pino
GIMNOSPERMAS | sl
Arabidopsis  Arroz Maiz Cobacda
ANGIOSPERMAS melssssslssssslsssseeslensees
Drosophila Langosta
INSECTOS | el
MOLUSCOS I
Tiburén
PECES CARTILAGINOSOS s
PECES TELEGSTEQOS. |
Rana Sa Tritdn
ANFIBIOS |l
Boa
REPTILES mullusss
Gallina
AVES nllmm

Sor humano

MAMIFEROS mamlm
1 10 100 1.000 10.000 100,000 Mb

Figura 1: A la imatge podem apreciar les diferencies de mides de genomes mesurat en milions de bases,
per a cada gran grup de genomes. En color taronja els arqueobacteris, en color blau els bacteris i en verd
les eucariotes.
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Una altre diferéncia basica dels genomes eucariota amb la resta, es que les
eucariotes inclouen introns. Els introns sén seqliencies de codi geneétic de control no
codificant i que no s'arriben a expressar, és a dir, la seva seqliiencia no s'utilitza en el
moment de sintetitzar la proteina.

A més els genomes eucariota estan formats per diversos cromosomes i tots
junts formen el genoma complet. Els bacteris en canvi, només tenen un cromosoma.

Amb aquest gran volum de dades complexes si es vol automatitzar el procés de
comparacié de genomes, s'ha de realitzar un procediment diferent per a comparar
bacteris o0 arqueobacteris i per a comparar eucariotes.

Existeixen diferents formes de comparar genomes. La técnica que es fa servir a
la linia d'investigacié del IBB per a la comparacié de genomes complets es basa en
trobar les seqliencies comuns Uniques més grans entre els genomes, anomenades
MUMs (Maximal Unique Matching) [5].

L'algoritme que calcula els MUMs es diu MUMOL [5][8], desenvolupat per Mario
Huerta (co-director del projecte) i Xavier Messeguer que van aconseguir un metode
eficient en temps/espai pel calcul dels MUMs.

Els MUMs sén les sub-seqliéencies de mida més gran i Uniques de bases
nitrogenades comuns als dos genomes que comparem. La totalitat de MUMs trobats
formen el que s'anomena “skeleton” sobre el que es fa la comparacié global.

Exemple de sub-seqiéncies de MUMs:
agctcgatGGGCTTTAGACTCTCGATAggcgcagagGCTCGCTAGAATCGCTAGATCac
agacctaaGGGCTTTAGACTCTCGATAagtctatccGCTCGCTAGAATCGCTAGATCta

El concepte de SuperMUMs va sorgir amb la idea de fer viable la comparacid de
genomes grans com els d'eucariotes. Un SuperMUM o SMUM és una agrupacié de
MUMs consecutius que ha de verificar els seglients requisits:

 L'ordre dels MUMs que formen el SMUM al primer genoma, ha de ser el mateix
que al segon genoma.

« L'espai (gap) entre un MUM i el seglient no pot ser més gran que la longitud
d'aquests sumats multiplicats pel multiplicador de gap.

« Un SMUM no pot estar inclos dins d'un altre SMUM.

+ Els MUMS que estan inclosos dins d'un SMUM queden absorbits per aquest.

Si ens parem a pensar, quan passem d'operar amb MUMs, on treballem amb
cadenes de coincidéncia exacte, a un SMUM, on treballem amb cadenes de
coincidencia aproximada, estem generant aix0, aproximacions. Perd, gracies a
aquestes aproximacions dels SMUMs, podem trobar grans regions del genoma amb
petites diferencies evolutives dins d'ella. A més, estariem ignorant les diferencies
evolutives dels introns, que com em explicat abans, sén regions no codificants i que
no sintetitzen la proteina. Per tant, els gens de ambdds genomes estarien sintetitzant
la mateixa proteina encara que una petita part del codi genétic hagués canviat.
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De vegades ens podem trobar que els MUMs siguin inversos, aixo vol dir que
una base de la sub-seqiiéncia comuna a la posicié6 N a un genoma és igual a la base
de la sub-seqiieéncia a l'altre genoma a la posici6 N perd comencant pel final
d'aquesta.

Aix0 ens indica que hi ha hagut una inversié evolutiva del codi genétic, és a dir que la
seqliencia comuna s'ha girat.

NC_008150#1

i

Gene Symbol: gaty

[Figura 2]: Interficie grafica via web al servidor per a comparacié de genomes del IBB-UAB:
http://platypus.uab.cat [4] que mostra MUMs i SMUMs directes (linies verdes) i inversos (linies
vermelles) aixi com els gens dels genomes comparats. A la figura es mostra la comparacié entre els
Bacteris Yersinia_pestis_Pestoides_F i Yersinia_pestis_Antiqua.

La recerca classica de MUMs es realitza mitjancant la construccié de Suffix-
tree's, representant tots els sufixos de les seqliencies en un arbre que comparteix els
seus prefixos comuns (prefixos dels sufixos). El procés de construccio de I'arbre té un
alt cost en temps de procés. La variant utilitzada pel algorisme MUMOL[5][8] permet
buscar els MUMs de diverses sequéncies, construint l'arbre per una sequéncia i
recorrent-lo després per comparar amb la resta. Aquestes caracteristiques suposen un
gran estalvi de temps i espai en comparacié amb altres programes existents, ja que el
temps és lineal respecte a la longitud de tots els genomes i I'espai utilitzat és lineal
respecte a la longitud del genoma més petit [5].

Existeixen aplicacions que fan Us del MUMOL com el MALGEN (2003) [6] eina
web amb l'acronim de Multiple ALignment of GENomes de bacteris. Es una eina web
per la exploracio de relacions entre sequéncies de ADN. Una altre aplicacio seria el M-
GCAT (2006) [7] acronim de Multiple Genome Comparison and Alignment Tool i és
una eina interactiva d'escriptori per la comparaci6 de diversos genomes
simultaniament.

Els genomes de bacteris i eucariotes estan disponibles al servidor public del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) [1]. En aquest servidor també
es disposa de tota la informacio referent a cada genoma disponible. I d'aquest mateix
servidor (NCBI) podem obtenir els gens de cada genoma amb les posicions que
ocupen dins del genoma.
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Com que la gendomica evoluciona cada dia i la majoria de genomes encara no
estan complets, la actualitzacié del servidor és bastant freqlent. Cada fitxer esta
etiquetat amb la seva data de modificacié pel que podem saber quan un genoma s'ha
actualitzat. Els genomes que tenen una seqilenciacid bastant avangada, trobem que
tenen diferents versions. A mesura que es van identificant nous gens a un genoma
també es van actualitzant els fitxers amb els mapes de gens sobre el genoma.

L'institut de Biotecnologia i de Biomedicina (IBB) [9] segueix una linia
d'investigacid per a la comparacié de genomes sencers. Per aix0, esta desenvolupant
un servidor public per la consulta web de comparacions de genomes,
http://platypus.uab.cat [4]. Existeix tot un procés de comparacid i visualitzacid de
bacteris i arqueobacteris que comentarem breument a continuacio.

— Implementacié del MUMOL per la generacié de MUMs donats dos genomes.

— Calcul de SMUMs per trobar SMUMs a partir de MUMs.

— Programa en Java pel tractament dels fitxers que contenen el mapatge dels
gens del genoma. Funcional en Homo Sapiens i Macaca Mulatta.

— Mummy és una interficie web desenvolupada en FLEX per la visualitzacio de
comparacions de genomes. Es disponible al nostre servidor, platypus.uab.cat
[1]. Es va aconseguir un sistema per l'exploracié de les comparacions de
genomes de forma fluida i per grans volums de dades. S'han realitzat
exitoses proves amb els genomes de Homo Sapiens i Macaca Mulatta.

Degut a les diferencies amb els genomes de bacteris i arqueobacteris vistes
anteriorment, automatitzar la comparacié d'eucariotes no és una feina trivial:

-La descarrega de eucariotes del servidor del NCBI [1] no és facil
d'automatitzar. Cada espécie eucariota té la seva carpeta, i sense cap tipus de
classificacié ni organitzacié: genomes valids, genomes sense seqlienciar, mamifers,
plantes, tots barrejats.

-La mida dels genomes d'eucariotes fa quasi impossible la tasca de comparacio
en aquests genomes. Suposant una mida mitjana de genoma d'eucariota de 1,5Gb,
per cada genoma que vulguem comparar i suposant que és el genoma petit dels dos
genomes comparats, necessitariem un total aproximat de 165Gb de memoria RAM per
realitzar la comparacié.

-Aquesta gran mida també ens fa preveure que l|'actual tractament per trobar
SMUMs sera insuficient i que augmentar la mida del multiplicador de gap
arbitrariament no és la solucid, dons ens hem d'assegurar que realment s'estan
fusionant en un supermum, mums suficientment grans i que formen part del
“skeleton” . Donat que les regions no codificants com els introns poden ser diferents
en un genoma i un altre sense variar el gen, aquesta millora en el tractament dels
SMUMs es una prioritat.
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1.3 Objectiu/s del projecte

Els genomes dels éssers vius contenen la informacidé genética de cada especie.
Volem realitzar comparacions de genomes d'eucariota de forma automatica a mesura
gue aquests genomes vagin essent seqlienciats. Volem que tota la informacié de cada
genoma estigui continuament actualitzada, i que els resultats de les comparacions
siguin accessibles via web.

Els genomes d'eucariota sén els més grans, i els volem comparar de forma
eficient, de forma que el servidor pugui mantenir el ritme d'aparicié de noves especies
amb els seus genomes sequenciats i incorporar aquest genomes al conjunt de
comparacions entre genomes. Tot de forma que els resultats serveixin tant per estudis
biomedics com per estudis evolutius d'espéecies, que es realitzaran mitjancant una

aplicacié web al servidor http://platypus.uab.cat [4].

Els objectius a assolir per aconseguir la meva fita serien aquests:

> Automatitzacié completa dels calculs per generar els fitxers resultat que
necessita l'interficie web sobre la comparacié dels genomes d'eucariota.

> Modificar la comparaciéo de genomes per bacteris i arqueobacteris adaptant-la a
eucariotes. Especialment, la generaci6 de MUMs. L'algoritme actual esta
preparat per la comparacid de dos genomes complets. Per problemes de
memoria, en genomes d'eucariotes, no podem comparar dos genomes
complets, pel que hem de comparar els diferents cromosomes d'un genoma
contra l'altre genoma. Aix0 és perque la mida dels genomes eucariotes és tan
gran que necessitariem més de 300Gb de RAM per poder realitzar
tranquil-lament la majoria de comparacions, genoma contra genoma complet,
cosa bastant inviable. Aquest fet ens obliga a realitzar la comparacié per
cromosomes.

» Al comparar els cromosomes per separat contra un mateix genoma, es
poden produir MUMs que no sén Unics perque apareixen a més d'un
cromosoma, i els hem d'eliminar. A més hem de unir els MUMs generats per
cada cromosoma, de forma ordenada i transformant les posicions dins del
cromosoma per posicions dins del genoma.

> Donat que la comparacié de dos genomes d'eucariota trigaria entre 1 i 2 dies,
paral-lelitzaré els calcul de la comparacié. El procés de paral-lelitzacié sera
totalment automatic i autonom, sempre llancant les comparacions més adients
en cada moment, si hi ha recursos per a una comparacié més gran, dons una
més gran, sind llencara de més petites, pero sempre utilitzant al maxim els
recursos de la maquina. D'aquesta forma es podra mantindre el ritme de
seqlienciacid de noves especies, aprofitant I'amplia memoria RAM del servidor
http://platypus.uab.cat [4], un total de 63Gb i la seva arquitectura multicore
amb 24 processadors.
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> Adaptar el procés de generacié de SMUMs a eucariotes. Al tractar genomes tant
grans, no tenim prou amb una sola execucioé del programa de generar SMUMs.
Realitzant varies passades al programa de calcul de SMUMs, farem que els
SMUMs resultants no siguin només agrupacions de MUMs separats per gaps,
sind agrupacions de SMUMs separats per gaps. D'aquesta forma no fa falta
permetre un gap mes gran, siné que el que augmenta és la mida dels elements
que es fusionen en el nou SMUM. Que ja no seran MUMs siné SMUMs obtinguts
en anteriors passades.
> Permetre |'execucid del programa de calcul de SMUMs amb entrada de
fitxers SMUMs en comptes de MUMs. Trobar el multiplicador més adient per
la generacié de SMUMs i el nombre adient de passades.

> Automatitzacié del programa encarregat de generar el mapatge de gens sobre
el genoma. Els fitxers de mapatge de gens permeten visualitzar quins gens
s'estan conservant d'un organisme a un altre a l'interficie grafica web Mummy.
Per aix0, el programa ha de descarregar els fitxers amb la informacié genética
de cada cromosoma i situar cada gen a la seva posicid corresponent dins el
genoma.

> Actualitzacidé automatica bimensual de les comparacions entre genomes amb
nous genomes seqlienciats o canvis significatius en la versié d'un genoma al
repositori mundial de genomes del NCBI (National Center for Biotechnology

Information) (FTP) [2]. La majoria de genomes d'eucariota no estan

completament seqlienciats, pel que utilitzen un sistema de versions per

controlar els canvis.

> Si els canvis a la seqlienciaci6 d'un genoma sén importants, el robot
d'actualitzacido haura de baixar el nou genoma i realitzar la comparacié de
nou. A més, s'hauran de detectar canvis de posicid de gens, aixi com el
descobriment de nous gens fins ara desconeguts per a cada especie en
questid.

» Per cada nou genoma trobat al servidor del NCBI i encara no incorporat al
nostre servidor, el robot d'actualitzacié haura d'esbrinar si es tracta d'un
genoma d'eucariota i la seva classificacié dins dels diferents tipus de
eucariotes (pe. esbrinar si es tracta d'un animal, planta, fong, i les seves
subclasses). Per aquesta tasca es fara Us de les eines de consulta remota a
les bases de dades del NCBI, les e-utils [3]. D'aquesta manera podrem
classificar |'especie descarregada al nostre servidor [4].
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1.4 Organitzaci6 de la memaoria

A continuacidé, exposaré el plantejament seguit per reproduir al present
document tot el treball realitzat.

Al seglient apartat faré una revisid dels fonaments teorics que engloben el
marc de treball. La intencidé és explicar tots els conceptes basics per permetre al lector
estar situat en tot moment.

Després dels fonaments teorics, passaré a explicar totes les fases seguides per
arribar als objectius marcats. En la seccié fases explicaré la forma en que hem
aconseguit els objectius i com s'han resolt cadascun dels problemes sorgits.

-En primer lloc, explicaré la fase inicial: adquirir els coneixements basics,
reproduir les proves de comparacions fetes de homo sapiens amb macaca mulatta i
finalment provar de comparar altres espécies.

-A la fase seglient es va desenvolupar I'automatitzacié de la generacié de MUMs
en eucariotes, passant a comparar per cromosomes en comptes dels dos genomes
sencers.

-Un cop tenim un sistema de calcul de MUMs automatitzat per eucariotes, a la
seglient fase desenvolupo la paral-lelitzaci6 per obtenir temps de execucid
acceptables.

-A la quarta fase es desenvolupa el calcul de SMUMs a eucariotes.

-A la cinquena fase es desenvolupa |I'automatitzacié del programa de mapatge
de gens. Veurem tota la problematica sorgida i les solucions proposades per
aconseguir resoldre-la.

-L'dltima fase correspon a l'automatitzacié del robot de descarrega de nous
genomes eucariotes i de comparacié dels genomes descarregats.

Per finalitzar, a la seccié de informe tecnic, tractarem de plasmar tot el treball
realitzat per permetre el reutilitzament, adaptacié i millora del software desenvolupat.
Es tractara al nivell necessari perque futurs desenvolupadors puguin entendre i
continuar amb la linia de treball.
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2. Fonaments teorics

2.1 Conceptes biologics basics

Una cél-lula és I'element més petit que es pot considerar viu. Depenent de les
caracteristiques de la cél-lula d'un organisme, els podem classificar. Per posar un
exemple, si la cél-lula disposa d'un nucli al medi intracel-lular, podem determinar que
la cél-lula pertany a un organisme de eucariota [Figura 3], les cel-lules del ésser
huma.

Eucariotas

Reticulo
Endosplasmatico

Procariota

[Figura 3] Diferéncies entre els tipus de cel-lula eucariota i procariota.

Les principals molécules que podem trobar a una cel-lula sén els glucids, lipids,
proteines i acids nucleics.

-Els glucids i lipids tenen funcions tant estructurals com energétiques. Entre els
glicids més tipics trobem la glucosa o la fructosa i entre els lipids podem trobar els
Omega-3 o el colesterol.

-Les proteines sén una successidé d'aminoacids constituida sobre un alfabet de
20 simbols on cada simbol és un dels aminoacids possibles. Les proteines regulen el
metabolisme de la cél-lula i tenen funcions estructurals, motrius, catalitiques, o fins i
tot sensorials. Depenent del conjunt de proteines que regulin el metabolisme de la
cel-lula, es determinara I'especialitzacid de la cél-lula i el seu funcionament.

-Els acids nucleics, més coneguts per ADN, acid desoxiribonucleic, i ARN, acid
ribonucleic, composen una successid de nucleotids que es poden distingir per la base
nitrogenada que els constitueix. Els quatre tipus de bases nitrogenades a I'ADN sén A
(adenina), T (timina) , G (guanina) i C (citosina). Al ARN podem trobar les anteriors,
pero substituint la T (timina) per U (uracilo).
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L'ADN esta format per dos cadenes helicoidals unides per les bases
nitrogenades [Figura 4] que hem esmentat abans perd en relacions complementaries.
A sempre va amb T i G sempre va amb C. La funcionalitat del ADN és transmetre la
seqgliencia de nucleotids que la composa i la del ARN comporta funcions variades com
catalitiques o de regulacié de sintesi proteica.

[Figura 4] Cadenes helicoidals unides per les bases nitrogenades complementades.

Tota la informacié que es codifica a la sequéncia de les bases nitrogenades
conté les possibles proteines que es generaran i els ARN que regularan el
funcionament de la cel-lula, entre d'altres. Aquestes sub-sequéncies del ADN les
anomenem gens.

D'ARN existeixen diferents tipus i s'acostume a anomenar amb un sufix de la
funcié que realitzen. ARNm dins de la molecula de ARN fa de missatger, transportant
la informacié d'un gen al Ribosoma (organul de la cél-lula encarregat de generar les
noves proteines).

Resumint, el codi original del ADN esta format per quatre simbols (A,T,G,C) i es
tradueix a una proteina formada per una seqliencia codificada amb 20 simbols. Aixi,
les agrupacions de tres nucleotids ens permeten codificar un dels vint aminoacids que
sintetitzara amb certa redundancia. Aquesta redundancia es pot interpretar com
rastres evolutius o tolerancia a errors.

El fet que un gen s'expressi o no, és a dir, que generi la proteina o ARN que
codifica, depén de diversos factors, com pot ser I'existéncia de molecules al medi
cel-lular que bloquegin la seva lectura. La aparicié d'aquestes molécules ve donada
per l'expressid d'altres gens, aixi que ens podem fer una idea de les complexes
dinamiques que regulen el control de una cel-lula.
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Un genoma és la totalitat d'informacidé genética que conté un organisme
codificat a les seves molécules d'ADN. Podem adonar-nos que l'estudi dels gens del
genoma d'una especie pot aportar-nos multitud d'informacié referent al metabolisme
de la cel-lula i per tant informacié del organisme en questid. Fins i tot, les parts no
codificants del genoma, com els gens que comentavem abans que no s'expressen, es
creu que participen activament a la dinamica cel-lular.

2.2 La genética

La geneética és l'estudi de la natura, organitzacid, funcid, expressid, transmissid
i evolucié de la informacié geneética codificada als organismes. Podem distingir les
seglients arees:

-Genetica classica: Estudi de la transmissié i localitzacié de gens als
cromosomes.

-Genetica molecular: Estudi de I'estructura i control d'expressions genetiques.

-Genetica evolutiva: Estudi de processos evolutius d'espécies.

-Genomica: Analisis i interpretacidé dels genomes.

El treball actual s'emmarca dins de la genomica comparativa, una de les arees
més avantguardistes de la biologia, i estudia les relacions entre els genomes de
diferents especies amb |'objectiu d'entendre el funcionament dels organismes i obtenir
la informacidé que proporciona les diferencies evolutives a partir de la seleccié natural.

2.3 L'evolucio

L'evolucio biologica és el conjunt de transformacions o canvis a través del temps
que origina la diversitat de formes de vida que poblen avui la terra a partir de un
avantpassat comu. Els diferents processos que afecten a aquestes transformacions
son:

-Seleccié natural: Adaptacio al medi i al entorn.

-Deriva geneética: Dinamiques dins d'una poblacid.

-Mutacid: Variacions espontanies dins del codi genétic.

-Flux genetic: Migracié entre poblacions.

Considerant aquests conceptes, la comparaci6 genomica de les espécies ens
servira per veure la proximitat evolutiva, la deteccié de caracteristiques que han
perdurat a les especies i veure els gens que han perdurat.

Per cadascuna de les espéecies que existeixen avui en dia, podriem fer un estudi
de quina és la especie de la que han evolucionat i trobar aixi els ancestres comuns. La
cerca de ancestres comuns és el mateix que cercar regions de genoma que es
conserven a un altre. Si trobem una regié que es conserva, vol dir o bé que un
genoma es ancestre de |'altre o que ambdds son descendents d'un ancestre comu.

Aquesta cerca de similituds entre regions de diferents genomes aporta molta

informacié sobre les relacions de les espécies i com les propietats d'un gen soén
assignades a un altre gen.
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2.4 L'arbre filogenétic

Les especies poden estar classificades en un arbre filogenetic [Figura 5], aixo
vol dir que les especies es classifiquen cientificament segons les seves relacions de
proximitat amb altres especies. D'aquesta manera estem reconstruint la historia de la
diversificacié o filogénesis de les espéecies des de I'origen de la vida fins avui dia.

Phylogenetic Tree of Life

Bacteria Archaea Eucaryota
Green
Filamertous 2
Sprochetes bacteria Ertamoebae nn:IrEiE; .I:l.ninala ]
Gram Methanosarcina | | - Frai
POSIES | Mathanobacterium | Hakphik
Protechacteria | i = akphikes — Plarits
Cvandl . Methamococops | L
yanohacteria R Ciliates
T.celery | —
Aanctomyces Th ,a-_-ﬁ‘_-.lgﬁ_-{,_:.x:j"\_ \ "~ Fhgeliates

Pyrodicti cum

Eacternides ™ Trichomorads
Cptophaga

Microsporidia
Thermotoga

. Diplomonads
Aquifex —— ,f’f

[Figura 5] Podem observar un exemple dels tres grans grups de espécies classificades en un arbre
filogenétic.

Veiem que els tres grans dominis a la classificacié de cél-lules (i segons
aquestes, la classificacié d'especies també) son els arqueobacteris, bacteris i
eucariotes [Figura 6]. Els arqueobacteris i bacteris pertanyen al grup de les cél-lules
sense nucli diferenciat, les procariotes, que tenen I'ADN dispers al citoplasma. Les
eucariotes sébn més complexes i les seves cel-lules contenen un nucli cel-lular que
emmagatzema I'ADN. A més, tenen organuls com els mitocondris, que regulen la
sintesis del combustible del metabolisme cel-lular (I'ATP), que contenen ADN propi i es
creu que provenen de simbiosis anteriors amb altres procariotes
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Tipo Reino Descripeion

Bacteria mycoplasmas = Son procariotas, contiene el ADN en el
(Eubacteria) cyanobacteria citoplasma.
bacterias Gram-positivas * Son organismos microscopicos v oen su
bacterias Gram-negativas mayor parte unicelulares.
* Son sensibles a los antibidticos
antibacterianos tradicionales.
Archaea metandgeno * Son procariotas, contiene el ADN en el
(Archaebacteria) | halofilos extremos citoplasma.
termoacidofilos * Son organismos unicelulares.

= No son sensibles a algunos antibidticos que
afectan a las Bacterias.
= Viven a menudo en ambientes extremos.

Eucariota Hongos * Tienen un nicleo celular diferenciable que
(Eukaryota) Protistas contiene el ADN,
Plantas * No son sensibles a los antibidticos
Animales antibacterianos tradicionales.

[Figura 6] Veiem les caracteristiques de cadascun dels tres grans grups d'espécies.

2.5 La Bioinformatica

La bioinformétic;a és la aplicacié de la tecnologia computacional a les mans dels
problemes biologics. Es un camp d'estudi multi-disciplinari que necessita de I'aplicacio
de la informatica, les matematiques, la estadistica, la intel-ligéncia artificial, la quimica
i la biogquimica. Els volums d'informacié que pot tenir un genoma eucariota, implica la
necessitat d'automatitzar els processos cerca de estructures i patrons als genomes i
de comparacions de sequléncies. Al nostre treball les estructures de dades que traiem
de les comparacions de genomes i que haurem de tractar sén els MUMs.

2.6 Les estructures de MUMs

Un MUM o maximal unigue matching, és la subseqliéncia Unica maxima que
coincideix a la comparacié de dos genomes. Dit d'altre forma, es un fragment de codi
genetic on les bases nitrogenades coincideixen correlativament amb les d'un altre
genoma, aquesta coincidencia es la més llarga i no es repeteix.

A més d'agrupar la informacié Gtil en un format més facilment tractable que les
bases nitrogenades, el conjunt de MUMs formen I'esquelet (skeleton) de la comparacid
de genomes, la seva estructura basica que té un significat bioldgic. Es logic dons, que
a les comparacions de genomes de espécies evolutivament properes, trobem gran
quantitat de MUMs, o que els que hi hagin tinguin una mida gran.

Si trobem MUMs de gran llargaria vol dir que els fragments d'ADN han perdurat
intactes a les dos espécies i que la funcié dels gens que codifiquen haurien de ser les
mateixes (tot i que hem explicat abans que la expressié d'un gen depén de molts
altres factors). També hem dit que els MUMs han de ser Unics, aix0 és per descartar
fragments del codi genetic que es repeteixen i no ens aporten cap informacio
biologica.
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A les subseqliéncies dels genomes, per exemple el codi que representa un gen,
no té pre-establert cap ordre de lectura. Aixd vol dir que els gens poden estar
codificats de esquerra a dreta o de dreta a esquerra respecte la seqiéncia del
genoma. Per tant, podem trobar fragments de codi, que durant el procés evolutiu
inverteixin el seu ordre d'una especie a una altre i mantenint la mateixa funcionalitat.

Els MUMs contemplen aquest fet, i a la cerca de MUMs els classifiquem en MUMs
directes si han mantingut I'ordre o en MUMs inversos si I'han invertit [Figura 7].

MUM MUM
Directo Inverso
taggcATGCTAGAzagta taggeATG CTAG}aagta
PRV
\ 11'. VAL \\ £
ARRE R
IIl. III. I'l lll'. lll-. II| II'. Ill'u JIII LY
agcactaATGCTAGACa agcactafAGATCGTACta

[Figura 7] Veiem dos exemples, en verd un MUM directe i en vermell un MUM invers.

2.7 Les estructures de SMUMs

Per a genomes grans com els de les eucariotes, és imprescindible agrupar
aquests MUMs obtinguts si volem poder tractar la informacid amb facilitat. La idea és
gue podriem trobar seqiéncies coincidents encara més llargues de no ser per petites
bases que s'han alterat i que impedeixin la formacié de MUMs grans. Amb el concepte
de SMUM, tenim dos avantatges, un és poder fer viable la comparaci6 de genomes
enormes com els d'eucariotes, i I'altre és aplicar una mica de tolerancia a la cerca de
seqgliéncies coincidents, que poden haver variat minimament.

Per crear SMUMs a partir de MUMs s'han de complir una serie de condicions:

-L'ordre dels MUMs que formen el SMUM al primer genoma, ha de ser el mateix
que al segon genoma.

-L'espai (gap) entre un MUM i el seglient no pot ser més gran que la longitud
d'aquests sumats multiplicats pel multiplicador de gap.

-Un SMUM no pot estar inclos dins d'un altre SMUM.

-Els MUMS que estan inclosos dins d'un SMUM queden absorbits per aquest.

Podem detectar que, per definicid, un SMUM pot originar superposicions,
mentre que els MUMs mai es superposen
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3. Fases

3.1 Planificacio

En aquest apartat, podrem comprovar les diferencies entre la planificacio inicial

i la planificacié real. Explicaré els motius de la variacio de la planificacid resultant del

informe previ i la planificacié final un cop hem acabat el treball.

Veiem seguidament la planificacié inicial prevista pel desenvolupament del
treball [Figura 8]. Podem observar les distintes etapes planificades i les dates que
pensavem que trigariem. A la pagina seglient posaré el diagrama de Gantt

corresponent [Figura 9].

Normbre Fecha deini.. | Fecha de fin

Estudiar treball previ 27/10/10 11,01 /11
Pre-proces homo-macaca 6/12/10 30/12/10
Realitzar informe previ 22/12/10 13/01/11
Entrega informe previ 140111 15/01 /11
Comparacid de dos nous eucariotes 14/01,/11 21,/01/11
Autormatitzacio comparacid eucariota  21,/01,/11 29,01 /11
Paral-leliczaciéd codi comparacio 31,/01/11 1/03/11

Millora llangcarnent Final SMUMs 2/03/11 16/03/11
Autoratitzacido Mapgenes 16/03/11 a/04/11

Actualitz. noves versions de genomes  11,/04/11 30/04/11
Redaccié memoria 2/05/11 31,/05/11
Sol-licitud lectura PFC 26/05/11 1/06/11

Lliurament Memaoria PFC 17/06/11 23/06/11
Lectura PFC + lliurament CD a GA 27/06/11 9/07 /11

[Figura 8] Planificacio inicial de etapes i dates. Previsié abans del treball

La planificacié inicial va resultar complexa a I'hora de preveure dates. Treballem
amb dades enormes i del moén real. El no tenir un conjunt de dades delimitat, sin6 que
cada dia va augmentant i variant, provoca problemes inesperats que fan variar la

planificacio.
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[Figura 9] Diagrama de Gantt de la planificac
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Ara observarem la planificaci6 real resultant del desenvolupament de
I'automatitzacié [Figura 10]. De la mateixa forma que em fet abans, posaré a la
seglient pagina el diagrama de Gantt final [Figura 11].

Nombre I Fecha de inicio[ Fecha de fin
Estudiar treball previ 27/10/10 11/01/11
Pre-proces homo-macaca 6/12/10 30/12/10
Realitzar informe previ 22/12/10 13/01/11
Entrega informe previ 14/01/11 15/01/11
Comparacié de dos nous eucariotes 14/01/11 10/02/11
Automatitzacié comparacio eucariota 3/02/11 12/03/11
Paral-lelitzacié codi_tonuparacié_ 1/03/11 6/04/11
Millora llangcament final SMUMs 4/04/11 17/05/11
Proves Visualitzador Web MUMMY  2/05/11 18/06/11
Automatitzacié Mapgenes 17/06/11 16/07/11
Actualitz. noves versions de genomes- 18/07/11 19/08/11
Redaccié memaoria 19/08/11 17/08/11
Sol-licitud lectura PFC I 1/09/11 5/09/11
Lliurament Memoria PFC 12/08/11 13/09/11
Lectura PFC + lliurament CD a GA 16/09/11 21/09/11

[Figura 10] Planificacid real de etapes i dates.

Podem observar com a la totalitat del treball s'ha allargat tres mesos respecte a
la planificacié inicial. La explicacié és senzilla, originalment aquest treball estava
plantejat per ésser realitzat en dos semestres. Donat que al primer semestre estava
treballant, no disposava del temps necessari i vam haver de plantejar una planificacio
molt ajustada per realitzar el desenvolupament només al segon semestre. Tot i que es
va intentar amb totes les forces, I'evidencia i la realitat varen poder amb mi i com
veurem en les seglents pagines, una serie de problemes inesperats en cada fase,
varen fer impossible finalitzar com estava previst. Vam haver de replantejar I'esquema
de planificacio per acabar per setembre.

Algunes fases es van allargar degut a la dificultat de trobar els errors en el
desenvolupament treballant amb dades reals tan grans. Moltes vegades Ia
problematica estava en haver d'esperar 1 dia o 2 per obtenir uns resultats d'una
modificacié del codi, veure que estaven malament, modificar el codi, tornar a
provar,...era bastant tedids. Per exemple, la planificacid de la fase de automatitzacio
del calcul de MUMs en comparacions eucariota es va incrementar d'una setmana que
haviem planificat, a més d'un mes. Les raons van ser una planificaci6 massa ajustada,
sabiem que haviem d'adaptar els calculs de MUMs a cromosomes i ens portaria temps,
pero haviem de pensar-ho aixi per finalitzar la feina per juny i no va ser possible.

Vam haver d'afegir una etapa de proves amb el visualitzador web de
comparacions de genomes, el Mummy. Vam suposar que seria un fet immediat, pero
es van haver de fer proves i adaptacions per poder carregar els fitxers SMUMs. No
obstant, altres fases com la paral-lelitzacid i la adaptacio del calcul SMUMs van tenir la
durada prevista.
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3.2 Fase 1: Adquirir els coneixements basics

Al inici de qualsevol projecte on hi ha hagut treball realitzat abans de la teva
incorporacid, hi ha un fase inicial de posar-se al dia i aprendre tot el que s'ha fet, el
com, el perque, etc. Al meu cas, vaig incorporar-me a un projecte del IBB [9], dins de
la linia d'investigacié de comparacié de genomes, que té prop de 10 anys d'antiguitat.
Es per aix0 que considero aquesta fase important, i volia fer-ne mencié, doncs van
caldre moltes reunions amb el co-director Mario Huerta per situar-me, entendre la
problematica a resoldre i proposar un seguit d'estrategies per abordar el problema.
Aquestes estrategies coincideixen amb les fases que estic explicant i explicaré als
seglents apartats.

Després de la lectura de les publicacions relacionades [5][6][7]1[8], la lectura de
tot el treball previ relacionat i les reunions de dubtes, vaig poder comencar a veure
codi i comencar a fer proves amb la comparacié de bacteris i estudiar com funcionava
el codi. De primeres, va ser molt complicat i tot el procediment se'm feia una
muntanya, perd0 amb temps, paciéncia i part per part vaig poder anar desglossant tota
la feina i entendre el funcionament de la comparaci6 de genomes per bacteris. A
continuacié faré un petit resum del procediment de comparacié de genomes per
bacteris (també valid per arqueobacteris) [Figura 12].

Programa de
descarrega
de genomes

Y

Programa de
descarrega
de gens pel

mapatge

Y

Llancament
calcul de
MUMs

v

Llancament
calcul de
SMUMs

[Figura 12] Procediment de comparacié de genomes del arqueobacteris i bacteris.

-Petit programa que descarrega un fitxer de genomes complets comprimits del
FTP del NCBI i els descomprimeix.

-Un altre programa que sera el mateix per eucariotes descarrega els gens pel
seu mapatge sobre el genoma.

-Un programa s'encarrega de fer el llancament del calcul de MUMs tots contra
tots i de un en un.

-Finalment s'executa un programa que fa el llancament del calcul dels SMUMs
per cada fitxer de MUMs.
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Un cop tenia el procediment clar per bacteris em vaig dedicar a estudiar i a
repetir unes proves de comparacid de genomes eucariotes, que es van realitzar al
2010 per demostrar que l'aplicatiu web per la visualitzacié de comparacions, podia
suportar la gran quantitat de dades que conté una comparacié d'eucariotes. L'aplicatiu
web va suportar perfectament la gran quantitat de dades, perd com la comparacio
d'eucariotes no era part del treball no va quedar constancia dels procediments i no es
va mirar tant per la exactitud de la comparacié realitzada.

Aquestes proves consistien en la comparaci6 del Homo Sapiens contra el
Macaca Mulatta. Em van servir per distingir les diferencies principals.

Vaig recollir tot el treball realitzat i algunes idees per aplicar-les posteriorment
al meu desenvolupament per la comparacid de genomes eucariotes que continuaré
explicant en detall a les seglents seccions.

Abans de qualsevol automatitzacié s'ha de saber exactament que és el que ha
de fer el programa, aixi que després d'aquesta prova vaig decidir comengar de cero,
descarregar dos nous genomes eucariotes del FTP NCBI i realitzar el calcul de MUMs
manualment. Tot i les dificultats trobades, que esmentaré als apartats pertinents, els
resultats van ser positius, pero vaig veure el que d'entrada ja sabiem, la generacié de
MUMs trigava meés d'un dia. No podia perdre temps, i havia de automatitzar el procés
el més aviat possible per calcular els MUMs a temps.

Aqui la decisi6 va ser llancar el calcul de MUMs en quant tingués un
procediment automatitzat valid, perque anés calculant MUMs mentrestant jo
treballava en la resta d'objectius. Aixi és com es van formar dos grans fases
paral-leles, que envolten tot el treball:

-La fase de calcul de MUMs de tots els mamifers disponibles.
-La fase de calcul de MUMs de la resta d'animals disponibles.

Aguestes fases no les he contemplat a la planificacié doncs eren calculs que llangava
al servidor i només els revisava de tant en tant. La importancia d'aquestes fases, és
que al calcul dels MUMs per animals, vaig trobar multitud de problemes que em van
obligar a adaptar diversos algorismes que ja donava per realitzats. Com es tractaven
de petites adaptacions i per no complicar la planificacid no han quedat representades,
pero volia fer mencié per preparar al lector, ja que durant les seglients seccions de
vegades faré referencia a problemes sorgits durant el calcul de MUMs d'animals.
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3.3 Fase 2: Automatitzacio de la generaciéo de MUMs

Era urgent posar-me a comparar mamifers i generar els MUMs d'aquestes
comparacions. Es per aix0 que vaig comencar a realitzar la generaci6 de MUMs
automatitzada. Suposem que ja tinc descarregat tot el necessari i puc fer la
comparacid, la part de la descarrega la veurem en més detall a la fase 6 en |'apartat
d'automatitzacié del robot de descarrega de nous genomes eucariotes. Per tant
disposem de :

-Tots els cromosomes del genoma.

-Programa de calcul de MUMs per bacteris

Sabiem el procediment a realitzar pero abans d'automatitzar el procés, calia
solucionar els problemes que hem esmentat al apartat anterior veiem-los un a un.

3.3.1 Concatenacio de la seqiiéncia dels cromosomes
d'un genoma

El programa de calcul de MUMs que disposem compara genoma contra genoma.
Si volem comparar un genoma en cromosomes contra un altre genoma, necessitem
concatenar les seqiiéncies de cromosomes que hem descarregat. Perque la seqiiéncia
completa del genoma tingués sentit, haviem de realitzar la concatenacié de la
seqliencia dels cromosomes en ordre. Entre els cromosomes podem trobar amb
diferents identificadors:

-NUmeros: 1,2,3,4,...

-Especials: X,Y

-Especials numerats: X1,X2,Y5,...

-NUmeros repartits en dos cromosomes: 2A,2B,3C

Vaig haver de desenvolupar un programa que obtingués els identificadors dels
cromosomes per poder realitzar una ordenacié correcta i generar genoma complet.

Em va preocupar veure que cada cromosoma disposava d'una linia identificativa
del cromosoma, que comencgava per un coixinet(#) i podia alterar la comparacio.

Observant el programa que genera els MUMs vaig detectar que ja estava
preparat per ignorar aquest tipus de linies

Vaig haver d'aplicar una millora al programa de concatenacié a la fase de
comparacid dels animals. El conjunt de identificadors possibles es va veure augmentat
enormement al sortir dels mamifers. Ara a més dels anteriors tipus d'identificadors
ens podiem trobar:

-Del tipus especials perd amb més variacions: W,Z, LG1, LG2, LGE22,...

-Lletres minuscules: a,b,c,d,...
-Estranys: LG_B01,LG_B02, LG1=X, ...
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Vaig haver de buscar una solucié a aquesta anomalia del NCBI per escollir els
noms dels identificadors de cromosomes. Vaig trobar que amb I'Us de expressions
regulars [10] el meu problema era abordable i vaig poder contemplar tots els casos, i
ordenar-los correctament. En cas que vingui un nou identificador d'estrany
simplement s'afegiria al final per no perdre la informacio.

3.3.2 Adaptacio del calcul de MUMs per cromosomes

Necessitavem modificar el codi que llanga el calcul per la generaci6 de MUMs
per adaptar la comparacié per cromosomes. Per bacteris es crida a una funcié indicant
els dos fitxers que han de ser comparats i crida al MUMOL per generar els MUMs.
Haviem d'afegir en aquesta funcié un bucle i per cada cromosoma del genoma , cridar
al MUMOL indicant el cromosoma i el segon genoma. El cromosoma aniria canviant a
cada volta i el segon genoma seria el mateix per tota la comparacio.

A més havia de tenir en compte les zones no seqienciades de qualsevol
genoma o cromosoma. Son cadenes de N's a la seqliéncia que indiquen que encara no
esta disponible aquesta part del genoma (pe. ACTNNNGTGNNAGTCAT). El algoritme
MUMOL ignora aquestes parts per la comparacid, perd ha de guardar en un fitxer les
posicions de inici i duracié de la sequéncia de N's tant pel cromosoma tant com pel
genoma, per després al programa d'automatitzacid corregeixi les posicions dels
MUMs. Aquesta part estava contemplada per la comparacié genoma contra genoma,
pero en la adaptacié per cromosoma s'havia de realitzar prévia a la concatenacid
perque les posicions finals de cada genoma quedessin correctes.

3.3.3 Concatenacio de MUMs de la comparacio per
cromosomes

Després de la generaci6 de MUMs per cada cromosoma, i d'haver sumat els
desplacaments corresponents a les zones no sequenciades, tenim un conjunt de
fitxers de MUMs, un per cada cromosoma, que hem de concatenar si volem obtenir la
comparacio entre els dos genomes.

Per realitzar correctament aquesta concatenaci6 de MUMs de cromosomes hem
de tenir en compte que la generacié de MUMs s'ha fet relativa al cromosoma, i no al
genoma complet. Aixi doncs els fitxer de MUMs corresponents al cromosoma 1 i al
cromosoma Y contra un genoma podria ser de la seglient manera:
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genomal-chrl_genoma2:

Posicid Posicié | Longitud

inicial inicial del MUM
genoma 1 genoma 2
3 54 26
30 2 20

genomal-chrY_genoma?2:

Posicié Posicié | Longitud
inicial inicial del MUM
genoma 1| genoma 2
3 28 26
30 158 20

Es facil adonar-se que els MUMs del cromosoma 1 i del cromosoma Y ocupen
les mateixes posicions del genoma 1, per0 realment no es cert, hem comparat
seqleéncies diferents. Aixi que el cromosoma 1 en aquest cas per ser el primer
cromosoma tindria les posicions inicials dels MUMs correctes (relatives al genoma)
perd pels MUMs del cromosoma Y hauriem d'aplicar una desplacament. Aquesta
correccid consistiria en sumar sistematicament a totes les posicions inicials del
genoma 1 un desplagament corresponent amb la posicié que ocupa el cromosoma Y al
genoma.

Per aix0 vaig desenvolupar l'algorisme que desplacava aquestes posicions
mentre llegia els MUMs d'un cromosoma. El problema és evident, necessitava el valor
de desplacament de cada cromosoma.

El servidor del NCBI ofereix les posicions d'inici dels cromosomes pero fer una
consulta online era inviable, amb el que es necessitava una altra solucié. El MUMOL
parseja el cromosoma caracter a caracter i vaig trobar dos variables que
emmagatzemaven el valor numeric dels caracters llegits, un que no comptabilitzava
les regions no seqlienciades (per obtenir la llargaria de la seqliencia atil) i un altra
variable que comptabilitzava tots els caracters Perfecte, ja tenim el desplacament de
cromosoma que necessitava. Després de comprovar que el desplagament realment
coincidia amb el desplagament que apareixia a la web del NCBI, ja ho tenia segur.
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Aixi doncs vaig afegir la funcionalitat al MUMOL per escriure un fitxer amb el
identificador del cromosoma i el desplagcament que ocupa al genoma.

Només calia llegir el fitxer de desplagcaments, ordenar els cromosomes i
concatenar els fitxers de MUMs de cromosomes en ordre i conforme generem el fitxer
de MUMs de la comparacio, corregim les posicions inicials sumant el desplacament de
tots els genomes anteriors. Suposant un desplacament total de 100, el fitxer de MUMs
resultant de I'exemple seria una cosa com aquesta:

genomal-_genoma2

Posicio Posicié | Longitud
inicial inicial del MUM
genoma 1| genoma 2
3 54 26
30 2 20
103 28 26
130 158 20

Igual que al programa de concatenacid de la seqliencia dels cromosomes d'un
genoma, en aquest programa de concatenaci6 de MUMs de cromosomes també vaig
haver d'aplicar una adaptacié a la fase de comparacié dels genomes d'animals tots
amb tots. Tots els programes que treballessin ordenant els identificadors dels
cromosomes es van veure afectats en aquesta fase. El nou conjunt de identificadors
possibles em va obligar a fer us de expressions regulars per concatenar
adequadament els MUMs.

3.3.4 Eliminacio de no-MUMs

Hi havia un altre petit problema de concepte en la comparacidé per cromosomes,
la creacié de no-MUMs als fitxers de MUMs. Situacié: cada cop que un cromosoma es
compara contra l'altre genoma sencer, esta o pot estar generant MUMs per tot el
cromosoma i per tot l'altre genoma; comparem el seglient cromosoma i tornem a
generar MUMs per tot el nou cromosoma i tornem a generar MUMs per tot l'altre
genoma. No cal seguir, pot donar-se la casuistica que el genoma complet tingui dos
MUMs a la mateixa posicio i al no ser seqliencies Uniques, ja no sén MUMs perque el
nom ho indica, els MUMs han de ser coincidencies maximes i Uniques.

No hi ha cap alternativa, ja que la comparacié ha de ser per cromosomes. Aixi
qgue s'ha de fer un post-procés per eliminar aquests no-MUMs.
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Primerament, vaig desenvolupar un algorisme que tot i solucionar el problema
el vam desestimar per no ser eficient. L'algorisme feia el seglent:

1-Ordenava el fitxer de MUMs per la posicid del genoma 2, és a dir, a la
columna on podiem trobar MUMs solapats i ordenava secundariament per la tercera
columna, per trobar els MUMs més grans abans al fitxer.

2-Després recorria cada posicié d'inici de MUM del genoma 2 i mirava la
longitud del MUM.

3-Aquest era el MUM actual i recorria tots el MUMs seglients que el seu inici de
posicio estigues dintre del MUM actual.

4-Si el MUM comencava i acabava dins del MUM actual es marcava per
esborrar.

5-Un cop hem recorregut tots els MUMs de dintre del MUM actual, rebobinem
el fitxer fins al MUM actual i marquem com a MUM actual el seglent.

6-Repetim el procés fins acabar el fitxer.

Podem veure que era totalment ineficient per la quantitat de lectures que fem a
disc, avancant i rebobinant el fitxer continuament.

A una reunié amb en Mario Huerta, vam pensar de nou l'algorisme i vam donar
amb un sistema moltissim més eficient. Aquest és l'algorisme de eliminacié de no-
MUMs que s'ha aplicat al final.

1-Ordena el fitxer de MUMs per la posicid 2, és a dir, a la columna on podem
trobar MUMs solapats i ordena secundariament per la tercera columna, per trobar els
MUMs més grans abans al fitxer.

2-Després recorre cada posicio d'inici de MUM del genoma 2 i la guarda en un
vector dinamic juntament amb la longitud del MUM i la posici6 del genoma 1.
Aqguesta llista sén els MUMs possiblement absorbents Cada cop que entra un MUM al
vector ja s'escriu al fitxer de sortida.

3-Per cada nou MUM que és processa, és comprova que no quedi solapat per
qualsevol dels MUMs possiblement absorbents de la llista. Si és solapa, saltem al
seglient MUM, si no és solapa, I'afegim com a possible absorbent

4-Quan s'arriba al final del fitxer s'escriuen els MUMs que quedin a la llista i
finalitza.

Podem observar que aquest algorisme és moltissim més eficient i rapid (unes 6-
7 vegades més rapid), ja que només hem de llegir el fitxer de MUMs un cop.
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3.3.5 Optimitzacio d'is de memoria

Tenia ja tot el programa de calcul de MUMs per genomes eucariota automatitzat
i 100% funcional. Vaig fer el llancament de generacid6 de MUMs per tots els mamifers
per tenir els resultats el més aviat possible.

Tot funcionava correctament fins que un dia I'execucié va omplir la memoria
RAM i va comencar a fer servir memoria Swap. Aix0 provoca que tot funcioni molt
lent, tant el programa com la resta de servidor i vaig haver de finalitzar el programa
per la forca. No vaig saber que va passar, i em vaig veure obligat a afegir al programa
un sistema de notificaci6 de les comparacions de genomes que havien acabat
correctament. També vaig afegir un fitxer de log. Vaig tornar a llangar la generaci6 de
MUMs i al temps va passar exactament el mateix, perod aquest cop vaig poder esbrinar
gue passava ja que va fallar exactament al mateix lloc, perd aquest cop tenia més
dades.

Per fer-nos una idea del que passava, haig d'explicar les necessitats de
memoria del algorisme MUMOL durant la comparacié. El MUMOL ha de carregar en
memoria un dels genomes i el representa amb una serie d'estructures en arbre.
Aqguestes estructures soén el gruix de dades que més ocupen a memoria.

Tornem al nostre problema. Quan el programa es descontrolava i comencava a
fer servir Swap era perqué estava en curs la comparacio del ornitorinc. Vaig veure que
aquest genoma té un cromosoma de gairebé 500mb i quan es carregava l'estructura
en memoria d'aguest cromosoma ompliem practicament tota la RAM que disposavem.
Aproximadament unes 120 vegades la mida del cromosoma, és a dir, uns 60Gb.

La solucid al problema no va ser gaire complicada. Com només un dels
genomes ha de carregar-se amb aquestes estructures tan grans, havia de comprovar
el mida dels dos genomes i enviar la comparaciéo de manera que el genoma més petit
fos el que es comparés per cromosomes i generant les estructures pesades del
MUMOL. D'aquesta manera totes les comparacions cabien i no només aixo sind que
vaig notar un descens de la memoria RAM utilitzada en totes les comparacions. A
I'nora de la paral-lelitzacié, podriem comparar més genomes alhora gracies a aquesta
millora. Veurem a la segient apartat 3.4 de paral-lelitzacié un sistema desenvolupat
per detectar comparacions que no caben a memoria. En aquest cas la comparacié dels
genomes no es realitza i es crea un avis al administrador.
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3.4 Fase 3: Paral-lelitzacio del calcul de MUMs

En aquesta fase, ja tenia un parell de execucions de calcul de MUMs alhora en
dos carpetes diferents i calculant genomes diferents per anar aprofitant el servidor.
Havia d'afegir la paral-lelitzacié aviat per dos raons, primer, per tenir un control de
memoria i no excedir-me del Us que em pertocava i segon, voliem tenir a temps el
calcul de MUMs de totes les eucariotes, aixi que fins que no tingués la paral-lelitzacid
no podia generar MUMs al ritme que em permetia el potent servidor [4].

Al cas de bacteris, la limitacio a la paral-lelitzaci6 és el numero de CPU's
disponibles. Al cas de eucariotes hem de controlar no excedir-nos en I'is de memoria
RAM. Havia diversos problemes d'entrada:

-Saber de forma fiable la memoria disponible al servidor. On consultar-la i com?

-La necessitat de saber a priori la quantitat de memoria RAM que ocuparia la
comparacié de cada cromosoma contra l'altre genoma, evidentment, per saber si
podem llancar la comparacié o no.

-La lentitud del MUMOL per agafar la memoria que necessita. Potser una
comparacioé d'un cromosoma-genoma necessita 20 Gb, doncs aix0 és el que succeeix:
comenga l'execucié reservant 1gb i fins que no porta 10 minuts d'execucio no esta
utilitzant els 20gb. Es per aix0 que haig de buscar alguna forma de fer el llancament
paral-lel sense acabar-me la memoria.

-Solapament de fitxers amb el mateix nom i escritures desordenades en fitxers
compartits.

3.4.1 Consulta de memoria RAM disponible

Hi han diverses maneres de consultar la informaci6 de memoria en un sistema
GNU/Linux. Existeixen comandes com “memfree” o “top” on podem veure I'Us de
memoria del sistema en un moment determinat. La primera manera que se'm va
acudir va ser escriure el resultat de la comanda en un fitxer i llegir els valors que
m'interessaven, cosa que no era gens eficient ja que tractavem d'evitar escriptures i
lectures a disc sempre que fos possible. A més, en aquest cas es tractava d'una
consulta que hauriem de fer sovint per anar llancant els cromosomes.

També disposava del fitxer /proc/meminfo que una simple lectura, sense haver
de fer procediments rebuscats, em permetria obtenir el valor de memoria. Inicialment
tampoc em va agradar aquest sistema ja que volia evitar I'Us de fitxers a disc, i havia
d'existir alguna manera de fer una consulta d'aquestes caracteristiques sense massa
complicacio.
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Perd no la vaig trobar i la raé va ser que el fitxer /proc/meminfo ja era la
solucid perfecta. Els sistemes GNU/Linux tenen al /proc tota una estructura de fitxers
d'informacié al sistema com processos del sistema, informacié de CPU, de memoria
com el fitxer meminfo, entre molts altres. Tota aquesta estructura de fitxers esta
carregada en memoria pel que els accessos a aquests fitxers son immediats i no cal
anar a disc dur.

Vaig fer una funcid per llegir el fitxer /proc/meminfo i obtenir el valor de
memoria lliure. Veiem el format del fitxer [Figura 13]:

$ cat /proc/meminfo
MemTotal: 65997056 kB

MemFree: 8298664 kB
Buffers: 49348 kB
Cached: 15539884 kB
SwapCached: 15608 kB
Active: 55051496 kB
Inactive: 2023596 kB
HighTotal: 0 kB
HighFree: 0 kB
LowTotal: 65997056 kB
LowFree: 8298664 kB

SwapTotal: 204901032 kB
SwapFree: 204818776 kB

Dirty: 20 kB
Writeback: 0 kB
AnonPages: 41485212 kB
Mapped: 15720 kB
Slab: 389012 kB
PageTables: 94292 kB
NFS_Unstable: 0 kB
Bounce: 0 kB

CommitLimit: 237899560 kB
Committed_AS: 45309436 kB
VmallocTotal: 34359738367 kB
VmallocUsed: 363576 kB
VmallocChunk: 34359374779 kB
HugePages_Total: 0
HugePages_Free: 0
HugePages_Rsvd: 0
Hugepagesize: 2048 kB

[Figura 13] Contingut del fitxer /proc/meminfo

La funcid havia de llegir el fitxer linia per linia i identificar el camp i el valor.
D'aquesta manera ja teniem el valor de memoria lliure, pero la cosa no acabava aqui.
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Em vaig adonar que el valor de memoria lliure sempre era molt baix, semblava
gue el sistema sempre tenia la memoria RAM ocupada i per cada comparacid que
féiem, la memoria quedava plena i no es buidava. Vaig haver de buscar metodes per
buidar la memoria “cached”. Vaig trobar la comanda [11]:

# sync ; echo 3 > /proc/sys/vm/drop_caches

El que feia aquesta comanda era precisament alliberar aquesta memoria i el
valor de memoria lliure es reflectia correctament. Vaig programar una tasca de
GNU/Linux amb el cron per executar cada dia aquesta comanda.

En aquell moment no ho sabia perd estava perdent el tems, i em va servir per
aprendre un parell de coses. Casualment, als pocs dies vaig trobar una pagina web
[12] d'informacié del sistema operatiu android que explicava les causes de perqué no
era bo buidar la memoria cache, deia aixi:

“Unused RAM is wasted RAM (memoria no utilizada és memoria desperdiciada) es la
filosofia que apropia este Sistema Operativo movil, que también es usada en Windows
7 y Gnu/Linux. Por lo anterior Android es capaz de utilizar casi el 100% del total de la
memoria RAM."” [12]

Vaig comprovar que aix0 era cert i vaig comprovar que el sistema alliberava la
memoria que no utilitzava conforme la necessitava aixi que aquest no era un
problema per realitzar la comparaciéo i que no havia de fer la “neteja diaria” de
memoria RAM.

De nou estava com al principi, no tenia el valor de memoria lliure, ja que era un
valor molt petit per culpa de la cached memory. Havia de fer el calcul, buscar la
formula per obtenir el valor de memoria lliure real i disposava de tots els elements al
fitxer meminfo [Figura 13]. A més, havia de contemplar que el servidor no era d'Us
exclusiu de la meva aplicacid, aixi que es va acordar definir un limit maxim de RAM
que podia fer servir, actualment 52Gb aproximadament. El calcul resultant de la
memoria va ser el seglient:

Memoria ocupada real = (MemTotal-MemFree-Cached-Buffers)
Memoria ocupada i no disponible = Memoria ocupada real + (MemTotal-52Gb)
Memoria lliure = MemTotal - Memoria ocupada i no disponible

Vaig fer les proves pertinents i vaig veure que tant fent el calcul anterior i
alliberant la RAM que no es feia servir, la memoria disponible real coincidia.
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3.4.2 Preveure l'ocupacio de memoria d'una comparacio

Ara ja sabiem la memoria RAM disponible i calia saber si podiem llancar una
comparacié d'un cromosoma més en paral-lel o calia esperar.

El MUMOL genera unes estructures per comparar els genomes que ocupen
aproximadament unes 120 vegades la mida del primer genoma, al nostre cas el
cromosoma que comparem. A aquest valor d'ocupacié de memoria, I'hauriem de
sumar la mida del segon genoma que es carrega sencer a memoria. Exemple:

Comparacié de genoma 1-cromosoma 5 (100Mb) i genoma 2 (3,5Gb)
100Mb*120+3584Mb = 15584Mb = 15,22Gb

Llavors podia saber a priori si una comparacid es podra realitzar o faltara
memoria, aixi que vaig afegir un control abans de fer cap calcul, que mirava si el
primer cromosoma, el més gran, podia cabre a memoria, sind, saltava la comparacio i
avisavem al administrador.

3.4.3 Llancament de cromosomes en paral-lel

Havia de trobar el millor métode per llangar el maxim nimero de comparacions
de cromosomes alhora. Hem vist al apartat anterior com calcular el valor que ocupara
una comparacid, necessitava construir una llista dinamica i afegir el nom del
cromosoma juntament amb el valor de memoria que necessita per ésser comparat.
Aquesta llista es creava en ordre decreixent, tenint els cromosomes més grans al
principi. A l'algorisme a desenvolupar haviem de tenir cura de la reserva progressiva
de memoria que feia el MUMOL al executar-se. Vaig optar per fer la mesura de la
memoria lliure al inici del bucle, i després fer Us d'una variable de memoria que
s'anava decrementant i restant cada cop la mida de la comparacié de cromosoma-
genoma llangada.

L'algorisme desenvolupat feia el seglent:

-Bucle que s'executa mentre quedin cromosomes a la llista.

-Comprovem la memoria disponible i la guardem en una variable.

-Seguidament recorrem tota la llista de cromosomes en ordre, primer els més
grans.

-Si el cromosoma actual cap en memoria, I'eliminem de la llista i creem un nou
procés (crida fork) que llanca els calculs de MUMs pel cromosoma.

-El procés principal decrementa l'espai que ocupa la comparacié llancada a la
variable de memoria disponible.

-Continuem recorrent la llista llangant en paral-lel totes les comparacions fins
que o bé s'acabi la llista o bé no quedi més “s'esgoti” la memoria en la variable de
memoria disponible.

-Fem una crida wait [14] per esperar els fills i quan el procés principal pugui
continuar, voldra dir que ja hi ha memoria disponible. Tornem al inici del algorisme.

-Fi de l'algorisme.
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Vaig decidir afegir un control maxim de llancament de comparacions de
cromosomes alhora. Aquest servidor [4] ha de realitzar tant les comparacions de
genomes eucariotes com les comparacions de bacteris i arqueobacteris. Aquestes
ultimes necessiten molt poca memoria RAM perd molts processadors. Per no haver de
competir pels processadors vaig incloure una variable de maxims processos que evita
qgue es llencin més de 10 comparacions (Si el genoma es petit amb molts cromosomes
es pot donar el cas que es llencin més.).

3.4.4 Adaptacio del calcul de MUMs a la paral-lelitzacio

A I'Ultim pas vaig necessitar modificar el MUMOL per afegir l'identificador del
cromosoma a cada fitxer que generava per la comparacié. Si no realitzava aquesta
adaptacio, els fitxers es solapaven perdent aixi la informacié que contenien. Els fitxers
que necessitaven ser reanomenats eren la sortida de MUMs i els dos fitxer de
desplacaments de posicions del genoma no seqiienciades (seqliencies de N's).

Els fitxers que eren relatius a tota la comparacié sencera (és a dir no només a
la comparacié del genoma) teniem un problema semblant, i és que els diversos
processos escrivien alhora als fitxers, obtenint dades indtils. Una opcié era la de
renombrar també aquests fitxers i al final de la comparacié concatenar-los. Pero es
podia evitar i fer-ho d'una manera més elegant, utilitzant semafors [13].

Havia de definir com a recursos els fitxers que ens interessava protegir, després
sol-licitar i inicialitzar el semafor al sistema operatiu. Els semafors funcionen de la
seglient manera:

-El semafor d'un recurs té una variable entera, on el valor simula el numero de
operacions que ha de permetre alhora fins bloquejar-se.

-Quan sol-licitem escriure al fitxer, el semafor es decrementa. Com l'inicialitzem
a 1, només permet una escriptura alhora.

-Tots els processos que demanin escriure ara, quedaran bloquejats.

-Quan el primer acabi d'escriure, el semafor s'incrementa en 1 i busca a la llista
de processos bloquejats per continuar en ordre amb la seglient escriptura.

-Aixi successivament.

Els fitxers de la comparacié de genomes sencera son el fitxer de desplacaments

de cromosomes (per poder concatenar els MUMs de cromosomes i generar el MUM de
la comparacio) i els fitxer que guarden la similitud dels dos genomes.
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3.5 Fase 4: Adaptacio del procés de generacio de
SMUMs a eucariotes

En aquesta fase, ja tenim els MUMs calculats i havia de realitzar la generaci6 de
SMUMs. La manera de fer-ho no estava clara. Teniem diferents possibilitats teoriques
per generar fitxers de SMUMs, una era variant el multiplicador de gap escollit, i I'altre
era variant el nimero de passades del algorisme.

Em van caldre multitud de proves amb diferents multiplicadors de gap, diferents
numeros de passades de l'algorisme i lectura de tota la documentacié sobre el tema
per comengar a entendre el funcionament del sistema de generacié de SMUMs.

Primerament, tractava de fer tres passades de l'algorisme de SMUMs pero
I'arxiu que sortia, el tornava a passar al algorisme sense variar el format. Aixo
provocava penjades del programa i que trigués molt més temps del normal. Llavors,
va ser quan vaig veure les necessitats del programa de generaci6 de SMUMs,
necessitava un fitxer de MUMs, ordenat per la primera columna. D'entrada el fitxer
que surt no pot ésser considerat un fitxer de MUMs, per dos raons, la primera és que
les seqliencies poden no ser uniques, i segona el fitxer no es troba ordenat per la
primera columna. El fitxer de SMUMs conté tots el SMUMs ordenats per la primera
columna, una linia de separacié en blanc i continua amb els MUMs no absorbits per
cap SMUM.

Per automatitzar el procés i solucionar aquest problema vaig fer un script que
cridava al programa de generacié de SMUMs i al finalitzar, eliminava I'espai en blanc
del fitxer resultant i ordenava per la primera columna, tal com ho necessita I'algorisme
de SMUMs. D'aquesta manera estem barrejant SMUMs i mums no absorbit, amb el
gue podem generar un fitxer amb “SMUMS i MUMs"” que encara poden no ser Unics. De
moment em servia i vaig continuar les proves amb diferents multiplicadors i passades.

Els resultats d'aquesta etapa eren millors, el programa funcionava
perfectament, perd l'algorisme generava multitud de SMUMs repetits i que no ens
servien [Figura 14].

=

T

[Figura 14] Detall de SMUMs a |'applet web Mummy, podem observar els SMUMs directes (color verd)
duplicats varies vegades i solapats.
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Aqui vam decidir, a més de eliminar |'espai dels fitxers de SMUMs i ordenar per
la primera columna, aplicar un algorisme que s'encarregués d'eliminar aquests SMUMs
duplicats que es generen. Si a cada passada del calcul de SMUMs eliminava els
duplicats, el calcul resultava més exacte i no perdiem dades.

L'algorisme utilitzat, va ser una modificacié del algorisme de eliminacié de no-
MUMs, perd que es passava dos vegades, una per cada genoma, eliminant els SMUMs
duplicats de les dues bandes.

La generaci6 de SMUMs va comencar a funcionar com la seda, pero ja no vaig
poder tornar a carregar fitxers a I'aplicatiu Mummy. Després de molt temps de proves
i modificacions, el problema va ser que al aplicar la correccié de duplicats de SMUMs
al final de tot, ens carregavem el format SMUM del fitxer pel que_applet Mummy no
podia reconeixer el format. Si no realitzava la correccié de duplicats final els resultats
eren desastrosos i es perdia molta informacié [Figura 15].

[Figura 15] Detall de SMUMs a I'applet web Mummy, podem observar que per culpa de no eliminar els
duplicats a I'ultima passada perdem molta informacid.
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Havia d'aconseguir eliminar els SMUMs duplicats de l'ultima passada de SMUMs
sense perdre el format, aixi que vaig realitzar un script que separava els SMUMs i els
MUMs no absorvits, corregia els SMUMs duplicats i tornava a generar el fitxer amb el
format de SMUMs. Ara veiem la diferencia [Figura 16].

[Figura 16] Detall de SMUMs a |'applet web Mummy, podem observar que amb la millora d'eliminacié de
duplicats de SMUMs, a l'ultima passada millorem notablement els resultats.

Ara que el procediment funcionava correctament les proves de diferents
passades i variacions de multiplicador tenien més sentit i es notaven les diferencies.
Vaig fer multitud de combinacions, perd a continuacié veurem les més
representatives. La primera que veurem és la primera passada amb multiplicador 300,
segona passada amb multiplicador 50 i tercera passada amb multiplicador 25 (300-
50-25), veiem el resultat a la [Figura 17]. Fixem-nos que el resultat no ens interessa
doncs els SMUMs s'han agrupat en poquissim SMUMs i hem perdut molta informacid.
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[Figura 17] SMUMs a I'applet web Mummy, generacié de SMUMs amb 300-50-25, veiem que el resultat és
molt dolent doncs els SMUMs s'han agrupat tots i hem perdut molta informacid.

La seglent imatge que veurem és la resultant de tres passades amb
multiplicador 30 (30-30-30), veiem el resultat [Figura 18]. Aquest sera el resultat més
correcte que vaig veure. Els SMUMs van creixent unint tots els MUMs més propers,
sense ajuntar-se al final tots amb tots.

[Figura 18] SMUMs a I'applet web Mummy, generacié6 de SMUMs amb 30-30-30, veiem un bon resultat,
els SMUMs s'han unit sense provocar SMUMs exageradament grans.

La segient imatge és la corresponent a una Unica passada, amb multiplicador
100 [Figura 19]. Observem com en aquest cas no aconseguim ajuntar els SMUMs com
s'han d'unir, veiem moltes linies juntes que haurien de formar un SMUM i no ho fan.
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[Figura 19] SMUMs a I'applet web Mummy, generacié de SMUMs amb multiplicador 100. El resultat no és
incorrecte, perd no hem aconseguit unir els SMUMs.

Finalment, observem aquesta figura [Figura 20] en detall on podem visualitzar
una comparacié de dos imatges, on es veu com s'ajunten els SMUMs correctament. A
I'esquerra amb SMUMs generats amb una passada de 100 i a la dreta amb tres
passades de 30-30-30

[Figura 20] SMUMs a l'applet web Mummy, comparacié del mateix fitxer amb diferents passades,
esquerra amb una passada de 100, dreta amb 3 passades de 30. Observem com s'ajunten els MUMs
propers.

Totes les figures que hem observat, sén els fitxers de SMUMs carregats a
I'applet Mummy del servidor. Per0 els fitxers carregats necessiten una adaptacié
perquée |'applet els pugui carregar. L'algorisme per fer aquesta adaptacio el va fer el
desenvolupador del Mummy i consisteix en el seglent:

-Primerament agafem el mili6 de SMUMs i MUMs més grans, per no
sobrecarregar |'aplicacié web.

-A continuacié necessita afegir uns index d'ordenacié per l'inici del SMUM al
segon genoma, i un altre index d'ordenacié per la mida dels SMUMs. Aquests index
ajuden al Mummy a accedir i gestionar rapidament les dades, sense perdre temps
durant I'execucio.
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3.6 Fase 5: Automatitzacio del programa de mapatge de
gens

L'automatitzaci6 del programa de mapatge no semblava gaire complicada.
Estava programada per ser una aplicacié independent de la resta. A I'execucié es
descarregaven els gens dels genomes demanats i generaven els fitxers de gens per
cadascun.

El que si havia de fer, era adjuntar la crida a aquest programa, a la descarrega
dels genomes, si havien actualitzacions. S'havia de tenir cura de proporcionar al
programa tot el que necessita, un fitxer de text amb el nom dels genomes a
descarregar els gens i per cadascun d'ells generar una carpeta amb un fitxer dintre
amb els identificadors dels cromosomes i les Ids de dos bases de dades diferents del
NCBI (Accession_version i RefSeq gi). El programa utilitza aquests identificadors per
descarregar els arxius de gens que necessita i fer la unié correcta. Veiem el fitxer del
que estem parlant [Figura 21]:

#Chr Accession.version RefSeqgi  GenBank  GenBank gi

1 NC 000001.10 224589800  CMO000663.1 224384768
2 NC_000002.11 224589811 CMO000664.1 224384767
3 NC_000003.11 224589815  CMO000665.1 224384766
4 NC_000004.11 224589816  CMO000666.1 224384765
5 NC_000005.9 224589817  CMO000667.1 224384764
6  NC 000006.11 224589818  CMO000668.1 224384763
7 NC_000007.13 224589819  CMO000669.1 224384762
8  NC 000008.10 224589820  CMO000670.1 224384761
9 NC 000009.11 224589821  CMO000671.1 224384760
10  NC_000010.10 224589801  CMO000672.1 224384759
11 NC_000011.9 224589802  CMO000673.1 224384758
12 NC_000012.11 224589803  CMO000674.1 224384757
13 NC_000013.10 224589804  CMO000675.1 224384756
14 NC 000014.8 224589805  CMO000676.1 224384755
15 NC 0000159 224589806  CMO000677.1 224384754
16 NC 000016.9 224589807  CMO000678.1 224384753
17  NC 000017.10 224589808  CM000679.1 224384752
18 NC_000018.9 224589809  CMO000680.1 224384751
19 NC_000019.9 224589810  CMO000681.1 224384750
20  NC_000020.10 224589812  CMO000682.1 224384749
21  NC_000021.8 224589813  CMO000683.1 224384748
22 NC 000022.10 224589814  CMO000684.1 224384747
X NC_000023.10 224589822  CMO000685.1 224384746
Y  NC 000024.9 224589823  CMO000686.1 224384745
MT NC 012920.1 251831106 J01415.2 113200490

[Figura 21] Fitxer Accessions original, veiem els identificadors que ens interessen a les tres primeres
columnes.

Aqguest que acabem de veure és el fitxer accession que s'acostumava a utilitzar

per bacteris. Em vaig trobar amb el problema que aquest fitxer en eucariotes només
era disponible als genomes més importants.
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Aixi que vaig buscar alternatives i vaig trobar el fitxer chr_NC_gi que sempre
existia a tots els genomes. Les dues primeres columnes eren iguals, justament els
identificadors que necessitavem. Veiem aquest fitxer [Figura 22]:

#Chr Accession.ver
1 NC_000001.10
2 NC_000002.11
3 NC_000003.11
4 NC_000004.11
5 NC_000005.9
6 NC_000006.11
7 NC_000007.13
8 NC_000008.10
9 NC_000009.11
10 NC_000010.10
11 NC_000011.9
12 NC_000012.11
13 NC_000013.10
14 NC_000014.8
15 NC_000015.9
16 NC_000016.9
17 NC_000017.10
18 NC_000018.9
19 NC_000019.9
20 NC_000020.10
21 NC_000021.8
22 NC_000022.10
X NC_000023.10
Y NC_000024.9
MT NC_012920.1
7 AC_000068.1
1 AC_000133.1
2 AC_000134.1
B] AC_000135.1
4 AC_000136.1
5] AC_000137.1
6 AC_000138.1
7 AC_000139.1
8 AC_000140.1
9 AC_000141.1
10 AC_000142.1
11 AC_000143.1
12 AC_000144.1
13 AC_000145.1
14 AC_000146.1
15 AC_000147.1
16 AC_000148.1
17 AC_000149.1
18 AC_000150.1
19 AC_000151.1
20 AC_000152.1
21 AC_000153.1
22 AC_000154.1
X AC_000155.1
AC_000156.1
1 AC_000044.1
2 AC_000045.1
B] AC_000046.1
4 AC_000047.1
5] AC_000048.1
6 AC_000049.1
7 AC_000050.1
8 AC_000051.1
9 AC_000052.1
10 AC_000053.1
11 AC_000054.1
12 AC_000055.1
13 AC_000056.1
14 AC_000057.1
15 AC_000058.1
16 AC_000059.1
17 AC_000060.1
18 AC_000061.1
19 AC_000062.1
20 AC_000063.1
21 AC_000064.1
22 AC_000065.1
X AC_000066.1
Y AC_000067.1

gi Assembly and unit Assembly-unit accession.version

224589800 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589811 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589815 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589816 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589817 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589818 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589819 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589820 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589821 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589801 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589802 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589803 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589804 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589805 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589806 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589807 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589808 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589809 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589810 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589812 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589813 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589814 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589822 GRCh37.p2 Primary Assembly
224589823 GRCh37.p2 Primary Assembly
251831106 GRCh37.p2 non-nuclear

89161212 CRA_TCAGchr7v2 Primary Assembly

157704448 HuRef Primary Assembly
157724517 HuRef Primary Assembly
157731950 HuRef Primary Assembly
157734150 HuRef Primary Assembly
157734151 HuRef Primary Assembly
157734152 HuRef Primary Assembly
157734172 HuRef Primary Assembly
157734173 HuRef Primary Assembly
157734174 HuRef Primary Assembly
157704449 HuRef Primary Assembly
157704452 HuRef Primary Assembly
157704453 HuRef Primary Assembly
157704454 HuRef Primary Assembly
157704455 HuRef Primary Assembly
157709134 HuRef Primary Assembly
157713457 HuRef Primary Assembly
157713538 HuRef Primary Assembly
157715044 HuRef Primary Assembly
157718668 HuRef Primary Assembly
157726890 HuRef Primary Assembly
157728228 HuRef Primary Assembly
157729478 HuRef Primary Assembly
157734237 HuRef Primary Assembly
157734238 HuRef Primary Assembly
89161184 Hs_Celera Primary Assembly
89161198 Hs_Celera Primary Assembly
89161204 Hs_Celera Primary Assembly
89161206 Hs_Celera Primary Assembly
89161208 Hs_Celera Primary Assembly
89161209 Hs_Celera Primary Assembly
89161211 Hs_Celera Primary Assembly
89161214 Hs_Celera Primary Assembly
89161215 Hs_Celera Primary Assembly
89161186 Hs_Celera Primary Assembly
89161188 Hs_Celera Primary Assembly
89161189 Hs_Celera Primary Assembly
89161191 Hs_Celera Primary Assembly
89161192 Hs_Celera Primary Assembly
89161193 Hs_Celera Primary Assembly
89161194 Hs_Celera Primary Assembly
89161195 Hs_Celera Primary Assembly
89161196 Hs_Celera Primary Assembly
89161197 Hs_Celera Primary Assembly
89161200 Hs_Celera Primary Assembly
89161201 Hs_Celera Primary Assembly
89161202 Hs_Celera Primary Assembly
89161217 Hs_Celera Primary Assembly
89161219 Hs_Celera Primary Assembly

GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000001305.13
GCF_000006015.1

GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000025.1
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2
GCF_000000015.2

GCF_000000255.2

[Figura 22] Fitxer chr_NC_gi, veiem els identificadors que ens interessen a les tres primeres columnes.
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Aqguest fitxer conté moltes més entrades, per cada versié del genoma estan els
identificadors de cada cromosoma. Aix0 feia que el programa no funcionés aixi que
vaig haver de modificar el programa perqué ignores les linies restants que no
necessitavem

L'adaptacié en la primera fase de comparacié de mamifers contra mamifers va
ser molt més rapid del que haviem planejat, tot va funcionar perfectament a la
primera i vam guanyar moltissim temps. Perd en la fase de comparacié de tots els
animals, van apareixer moltissims problemes, com |'aparicid de nous identificadors de
cromosomes i finalment vaig haver de dedicar-li molt més temps del que haviem
planejat al inici. Entre els problemes a adaptar del programa de mapatge de gens
esmentaré:

-Adaptacio del identificador de cromosoma del fitxer accession al nom del fitxer
descarregat de la base de dades NCBI (gbs).

-Ignorar fitxers de gens de cromosomes incomplets o en proves i que no
apareixen al fitxer accessions.

-Afegir funcionalitats al parser del mapatge de gens

3.6.1 Adaptacio del identificador de cromosoma
accession al nom del fitxer de gens descarregat corresponent al
mateix cromosoma

Al nostre programa, es descarreguen tots els fitxers de gens que hi ha a la
carpeta del genoma al FTP del NCBI[2]. Amb l'informacié que es troba dintre, i els
identificadors que es troben al fitxer accession pot fer consultes per descarregar el
mapatge dels gens. A la fase de comparacio d'animals entre ells, quan vaig trobar tots
aquests problemes, els cromosomes tenen noms que surten de la normalitat, llavors
es produeixen situacions inesperades. Els gens descarregats del FTP del NCBI [2]
tenien noms del tipus CHR_01 i al accession apareixien com CHR_1 al no coincidir els
noms el programa no trobava el fitxer i tancava l'execucié. Aix0 era el cas basic
d'error, pero podia sorgir amb els cromosomes estranys del tipus LG_BO01, i s'havia de
contemplar qualsevol casuistica

Quan el programa falla no sabia exactament perqué era, llavors la complicacio
estava en trobar I'error que acabo d'explicar. Després de fer un debug, situar el
problema i explotar la facilitat de Java per tractar strings, vaig poder contemplar els
casos, i en cas de no trobar els fitxers, afegir un cero a la posicid correcta per trobar-
ho, etc.
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3.6.2 Ignorar fitxers de gens de cromosomes incomplets
0 en proves i que no apareixen al fitxer accessions

En el moment de descarrega dels fitxers de gens del FTP del NCBI [2] es
descarreguen totes les carpetes de cromosomes que hi hagin. El problema és que hi
han genomes que tenen cromosomes incomplets o en proves i que no apareixen al
fitxer accessions perque no els podem situar al mapatge de gens. Quan el programa
intentava gestionar-los no trobava els fitxers corresponents a les seqliéncies de
mapatge (per no apareixer al accession) i el programa finalitzava la execucié.

De nou havia de realitzar I'execucid pas per pas fins trobar I'error i identificar-
lo. Havia dos opcions, una era no descarregar els fitxers d'aquests cromosomes
incomplets, perdo la opcié més senzilla era fer una comprovacié de si el fitxer que
volem accedir existeix. Si no existeix vol dir que no apareix al fitxer accession i que no
I'hnem de tractar.

3.6.3 Millora del parser de mapatge de gens

Un dltim cop més vaig haver de executar pas per pas el programa per trobar un
error d'un tancament inesperat. Resultava que a la part final del programa, on es fa
el parseig del fitxer de mapatge de gens, existeixen una serie de paraules clau que el
programa detecta i guarda els espais a deixar entre gens, i el identificador del gen per
fer la consulta online amb tota la informacid del gen des de el Mummy. Als nous
genomes d'animals, van aparéixer dos tipus nous de paraules clau, un era el
join(complement) que haviem d'ignorar per ser informacid complementaria. L'altre
tipus era un tipus de espai entre gens desconegut. Normalment trobem un sencer
amb l'espai que hem de guardar entre els dos gens, perd en aquest cas apareixia un
espai unk100, que buscant informacié per I'NCBI, vaig trobar que significava un espai
de gap desconegut, tot i aixi recomanaven el 100 com a gap arbitrari per fer quadrar
I'estructura, aixi que vaig buscar les cadenes que continguessin el unk100 i les anava
substituint per 100 cada cop que apareixien.

El programa fallava per cadascun d'aquests problemes que he comentat i
anaven sorgint L'execucio es parava, vol dir que si en un futur el NCBI utilitza un nou
tipus de identificador, una nova forma anomenar els cromosomes o0 descriure les
posicions dels gens, el programa fallaria i no es generarien els gens.

Es per aix0 que en cada punt on el programa podia fallar vam afegir un control

d'errors per poder avisar per exemple a l'administrador i sempre que hi hagin
problemes, primerament saber-ho i després tenir informacié per solucionar-los.
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Per acabar veurem una imatge [Figura 23] on es pot apreciar com coincideix la
trobada d'un gran SMUM amb dos gens que son el mateix a cada genoma, Abcal2.

CHR_DG

L

mbol: Abcal2

B

information at NCBI

Abcal2

N

[Figura 23] Observem la interficie Mummy i els SMUMs en detall, veiem els gens situats a dalt i abaix dels
SMUMs. En aquest cas, veiem com coincideix la trobada d'un gran SMUM i que els dos gens so6n el
mateix. L'Abcal2.

3.7 Fase 6: Automatitzacio del robot de descarrega de
nous genomes eucariotes i de la comparaciéo dels genomes
descarregats.

Per la descarrega dels genomes era necessaria la connexié amb I'FTP del NCBI
[2]. El programa s'havia de realitzar des de cero, ja que per bacteris els genomes es
troben en un fitxer comprimit tots junts, i facilita molt la descarrega.

En eucariotes trobem a ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/ un seguit de carpetes,
alguns de genomes eucariotes, algunes carpetes on hi ha informacid de bacteris i es
troba tot barrejat i una mica caotic
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Havia de trobar l'ordre, el patrd per poder automatitzar la descarrega de
genomes, i ho vaig trobar. Cada genoma d'eucariota disponible i que ens serveix per
la comparacid, és a dir, que podem descarregar els seus fitxers en format FASTA,
disposa d'una carpeta que s'anomena Assembled chromosomes. Aquesta carpeta, de
vegades conté un fitxer accession, que podem fer servir per la descarrega de gens
d'un genoma, aixi que I'hem de descarregar. I sempre conté un fitxer chr_NC_gi
també per la descarrega de gens i també I'nem de descarregar. De vegades els
cromosomes que hem de descarregar es troben en aquesta mateixa carpeta, pero la
majoria de vegades estan a l'interior d'una carpeta anomenada “seq”.

Ens podem imaginar el procediment, hem d'anar a prova i error, si existeix
aquesta carpeta entrar, si no existeix, buscar aqui, etc.

Per fer tot aquest algorisme vaig decidir utilitzar Java. El programa de mapatge
de gens fa servir una llibreria que ens aniria fantasticament bé, que permet llistar
carpetes, navegar per aquestes carpetes, descarregar fitxers i moltes més operacions
sobre FTP. La llibreria és la edtftpj, és una llibreria de Enterprisedt [16] que permet el
control de sessions FTP en Java.

Aixi doncs vaig comencar iterant la llista(ftp.directoryList(".")) de cada carpeta
del FTP del NCBI [2], dintre d'aquesta carpeta iterant per cada carpeta, buscant si
contenien una carpeta Assembled_chromosomes. Si la troba entrava descarregava els
fitxers pel mapatge de gens i realitzava una comprovacié de si existia la carpeta seq,
si existia entrava, i si no existia es quedava a la carpeta on estava i realitzava la
mateixa sol-licitud de descarrega (ftp.downloadFile) per cada fitxer que compleixi els
requisits de cromosoma valid, contenir la paraula “_ref " i acabar en “.fa.gz".

3.7.1 No descarregar genomes que ja tenim

Fins aqui ja hem automatitzat la descarrega, perd falta polir una serie de
detalls. La proxima vegada que cridi al programa tornara a descarregar tots els
genomes. La manera més senzilla de solucionar aix0 és guardar a un fitxer els noms
de les carpetes dels genomes descarregats. Aixi abans de processar qualsevol carpeta
es comprova que no estigui al fitxer, i si hi és, passem a la segient carpeta.

Vaig decidir crear un altre fitxer on escriure manualment les carpetes que no
continguin genomes, aixi ens estalviem de processar-les i guanyem en temps; si hi
hagués cap problema amb una carpeta, o no volem descarregar algun genoma, el
podem posar en aquest fitxer i el programa no el descarregara.
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3.7.2 Actualitzacions de genomes que ja tenim

La gendmica és una ciéncia que avanca a passes de gegant, i només en aquest
ultims 4 mesos s'han actualitzat gairebé la meitat dels genomes i ha aparegut algun
de nou. Aixi que no podem descarregar els genomes un cop i deixar-ho estar, hem de
comprovar la data de modificacioé si el genoma ja el teniem

Tenim la data de I'Ultima descarrega que hem fet, comprovant amb la classe
FILE de Java el fitxer amb el nom de genomes descarregats. I gracies a la llibreria
edtftpj també podem agafar el identificador d'una carpeta i comprova la data d'ultima
modificacié ( .lastModified() ). Només hem de comprovar si l'ultima data de
modificacié del genoma del FTP ha succeit després que la data de modificacié del
fitxer de genomes descarregat, i descarregar aquell genoma.

3.7.3 Identificacio de la classificacio de l'espécie dins
de les eucariotes

Un cop descarregats tots els fitxers que necessitem, hem d'identificar el
genoma, ja que es troben tant animals com fongs barrejats. Per aix0 vaig haver
d'investigar I'Us de les eines de consulta remota a les bases de dades del NCBI, les e-
utils [3]. Les e-utils sén un seguit de eines que permeten fer consultes i indicar
diverses opcions afegint-les a I'URL des de la que fem la consulta.

Pel nostre cas, haviem de buscar el nom del genoma primerament, per obtenir
el ID de la especie dins de la base de dades. Un cop teniem I'ID, podiem consultar el
taxo de la especie, aix0 és la classificacid que ocupa al regne d'eucariotes, veiem un
exemple:

Taxonomy: Eukaryota; Opisthokonta; Metazoa; Eumetazoa; Bilateria; Coelomata; Deuterostomia;
Chordata; Craniata; Vertebrata; Gnathostomata; Teleostomi; Euteleostomi; Sarcopterygii; Tetrapoda;
Amniota; Mammalia; Theria; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Lagomorpha; Leporidae

Vaig trobar multitud de problemes per buscar I'ID del genoma a la BD
“genome”(mitjancant e-utils).Cerca amb la seglient adreca:

http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/esearch.fcgi?db=genome&term=XX

on XX representa el nom del genoma.

Per alguns genomes, funcionava, per altres no trobava cap identificador. Em va costar
moltes proves, cerques amb el nom de la carpeta del genoma(pe. D_rerio), separant
el nom de la carpeta (D, rerio), vaig fer al programa que descomprimis un cromosoma
i agafes de la primera linia el nom del genoma oficial complet (Danio Rerio) i tot i aixi
segons amb el nom que buscava, apareixien els IDs d'algunes especies, o els Ids
d'altres especies, perd mai totes.
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Amb l'ajuda de Mario, vaig descobrir una base de dades nova que no estava
publicada al directori de e-utils, la base de dades Taxonomy. En aquesta BD quan
buscava el nom del genoma sencer (pe. Danio Rerio) apareixia un unic ID i per tots el
genomes funcionava. L'adreca de consulta és la seglient:

http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/esearch.fcgi?db=taxonomy&term=XX
on XX representa el nom del genoma.

El que retorna I'adreca, és un XML que havia de parsejar amb la classe de Java
DocumentBuider, i accedir al camp ID.

Amb el valor del ID del genoma de la BD taxonomy podia consultar el seu taxo
amb la seglient adrecga e-(til:

http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi?

db=taxonomy&id=XX&retmode=xml
On XX representa la ID que hem obtingut abans.

Parsejant el XML de retorn tenim en un camp tot el taxd de l'espécie i podem
organitzar el genoma descarregat a la seccié del servidor on calgui.

3.7.4 Robot d'automatitzacio bimensual

El robot d'automatitzacié bimensual és un programa que crida a la resta de
programes desenvolupats per mantenir les comparacions de genomes eucariotes
actualitzades. Veurem al informe tecnic en detall la forma de programar I'execucid
bimensual del nostre robot d'automatitzacié bimensual. Vaig utilitzar el cron de
GNU/Linux per programar |'execuciéo d'aquest robot el primer dissabte de cada dos
mesos a la matinada.

La rad d'aquesta programacié és primerament perquée voliem fer la comprovacio
cada dos mesos i després perque la normativa de les consultes de e-utils:
Frequency, Timing and Registration of E-utility URL Requests
In order not to overload the E-utility servers, NCBI recommends that users post no
more than three URL requests per second and limit large jobs to either weekends or
between 9:00 PM and 5:00 AM Eastern time during weekdays. Failure to comply with
this policy may result in an IP address being blocked from accessing NCBI

Si no compliem aquesta politica podiem obtenir un bloqueig de la IP del
servidor. A més, guanyariem velocitat per utilitzar la xarxa i descarregar els genomes
en hores de poc treball.
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4. Informe Tecnic

En aquest apartat explicaré tots els processos, programes, carpetes i fitxers que
intervenen a l'automatitzacié de comparacié de genomes eucariotes. La intencid és
reproduir el procediment a baix nivell perqué altres desenvolupadors puguin continuar
amb la linia de treball.

Primerament, esmentaré tota l'estructura de carpetes i arxius del servidor
http://platypus.uab.cat [4] perque el lector pugui seguir sense problemes I'explicacid
dels programes.

Seguidament, per I'explicacid de tot el software desenvolupat i que quedi clar
tot el procediment que segueix |'automatitzacid de comparacié de genomes, seguiré
un estricte ordre d'execucié. D'aquesta manera veurem els programes de més
abstraccié a menys, és a dir, primer veurem el robot d'automatitzaci6 bimensual i
conforme va cridant la resta de programes anirem baixant. Si en la explicacié d'un
programa es fa la crida a un altre programa, s'indicara que la explicacié de aquest és
trobara al segient punt.

4.1 Estructura d'arxius i carpetes del software generat

Organitzaré l'estructura de carpetes en taules per poder explicar cada fitxer.
Com que no em caben totes les carpetes indicaré amb un asterisc (pe. *carpeta/) les
carpetes que explicaré a part. Comencem per la carpeta arrel del software, la podem
trobar al directori “/var/www/cgi-bin/genomas/RobotEucariota/”.

Carpeta Fitxers i carpetes Explicacio
RobotEucariota/ | makefile Per compilar el RobotEucariota.cc .
RobotEucariota.cc Programa d'automatitzacié bimensual.
*downloadRobot/ Carpeta que conté el programa de

descarrega de genomes eucariota i tot el
necessari per I'execucio.

*sync_genes/ Carpeta que conté el programa de
mapatge de gens sobre el genoma i tot el
necessari per I'execucio.

*SinRenombrar/ Aguesta carpeta conté diversos programes
del procés post-descarrega.

*actualitza_mums/ Aqui disposem de tots els programes on es
generen les comparacions.
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Carpeta

Fitxers i carpetes

Explicacié

downloadRobot/

DownloadRobot.jar

Programa de descarrega de genomes
eucariota.

genesdescargados.txt

Fitxer amb una llista de noms dels
genomes eucariotes que ja tenim
descarregats al nostre servidor [4].

no.txt

Fitxer amb noms de carpetes conegudes
del FTP que el programa ha d'ignorar per
no contenir genomes.

nuevosMetazoa.txt

Fitxer que genera el programa amb una
llista dels genomes que ha descarregat
durant I'execucio.

output.txt Guardem la sortida del programa per si
hem de consultar alguna cosa.

bin/ Fitxers de classes.

genome/ En aquesta carpeta es descarreguen els

nous genomes. Per cada genoma es crea
una carpeta amb el nom del genoma. Es
una carpeta d'us temporal.

Carpeta

Fitxers i carpetes

Explicacié

sync_genes/

getgenes.jar

Programa de
genoma.

mapatge de gens al

genes.txt

Aguest és un fitxer es necessari ja que
conté una llista amb tots els genomes
dels que el programa ha de descarregar
els gens pel mapatge.

Assemblies/

En aquesta de carpeta, hem de crear una
carpeta per cada genoma que vulguem
que descarregui els gens. Aquesta
carpeta ha de tenir el hom del genoma i
ha de contenir el fitxer Accession.txt del
genoma. Explicarem aquest fitxer en
detall quan expliquem el getgenes.jar

bin/

Fitxers de classes i fitxer de configuracio
de carpetes: local del programa i la
remota del servidor FTP NCBI[2].

lib/

Llibreries que utilitza el programa.

/genomas/Eukaryota/
mapedgenes/

Dins d'aquestes carpetes es generen el
fitxers de gens n°fID.gen. Després es
mouen a la carpeta del genoma per ser
renombrats per I'identificador del
genoma.
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Carpeta Fitxers i carpetes Explicacio
SinRenombrar/ compilar.sh Script per compilar els tres programes
d'aquesta carpeta.
ngenoma Fitxer que conté un numero que

representa la quantitat de genomes al
servidor. S'incrementa cada cop que
descarreguem un genoma i serveix
per obtenir el identificador Unic.

procesoDescarga.cc

Programa que gestiona la insercié del
genoma al sistema a la carpeta que
toca, amb el format i nom que han
d'anar els fitxers i carpetes.

renombrar.cc

Programa que s'encarrega de canviar
els noms dels genomes descarregats
per el numero identificador.

unirCromosomas.cc

Programa que genera el fitxer de
genoma complet, a base de
concatenar en ordre els cromosomes.

procesados/

Carpeta que conté tots els genomes

processats, es fa una copia de
seguretat per si el procés d'insercié al
sistema és erroni.

Nota important: Es I'Unica carpeta
que pot haver, tret de les carpetes de
genomes a processar.

Carpeta

Fitxers i carpetes

Explicacid

actualitza_mums/

offsetscromo

Fitxer que conté el desplacament de cada
cromosoma, hnecessari per fer la
concatenacio de MUMs de cromosomes
correctament. El genera el MUMOL durant
la comparacio.

logprocessats

Fitxer que guarda els identificadors de les
parelles de genomes que s'han comparat
correctament.

make

Fitxer ~per compilar el
actualitza_mums.

programa

actualitza_mums.cc

Programa per llancar la comparacié de
genomes actualitzats o nous.

lanza_smums.cc

Programa que llanga el calcul de SMUMs
de una comparacio.

separasmums.sh

Script per eliminar duplicats de SMUMs a
la ultima volta del calcul de SMUMs.
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smumsortV3.sh

Script que transforma el fitxer de SMUMs
per poder ser llegit pel Mummy.

libera_sem.sh

Script encarregat de eliminar els
semafors de sistema declarats i que no es
fan servir.

mums/ Carpeta que allotja tots els MUMs de
cromosomes.
smums/ Carpeta temporal on van a parar els

smums durant la seva generacié. Després
es traslladen a les carpetes seglents. Els
SMUMs de la tercera passada es guarden
en aquesta carpeta fins I'execucid dels
scripts separasmums i smumsortV3. Els
resultats es traslladen a la carpeta del
directori superior, smumsort/ .

smums_pasol/

Carpeta on es guarden els SMUMs
resultants de la primera passada.

smums_paso2/

Carpeta on es guarden els SMUMs
resultants de la segona passada.

smums_paso3/

Carpeta on es guarden els SMUMs
resultants de la tercera passada.

smumsort/

Carpeta d'us temporal.

factors/

Carpeta on es guarden els fitxers
temporals per la generacié del fitxer
factors.txt

long_Mumunix/

Aquesta carpeta conté els programes i
llibreries per executar el algorisme
MUMOL pel calcul de MUMs.

calculoSuperMums/

Aquesta carpeta conté els programes i
llibreries per executar el programa
smum.cc pel calcul de SMUMs.

Concatena/

Conté el programa necessari per la
concatenacié de MUMs de cromosomes.

EliminaNoMum/

Conté el programa necessari per eliminar
els no-MUMs i el programa per eliminar
SMUMs duplicats.
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Seguidament veurem l'estructura de la carpeta animalia/ , aquesta carpeta
conté els genomes eucariotes dels animals i totes les dades resultants de les
comparacions. La podem trobar a:

“/var/www/cgi-bin/genomas/Eukaryota/animalia/”

Carpeta Fitxers i carpetes Explicacié
animalia/ factors.txt Aguest fitxer conté una linia per cada
comparacié i apareix el valor de

semblanca dels dos genomes. Es genera
amb el programa uneFactors.cc i s'utilitza
per crear l'arbre de distancies de
genomes.

genes.txt Aquest fitxer conté el nom de tots els
genomes que disposem al nostre servidor
[4]. L'ordre d'aquest fitxer és
importantissim doncs la posicid que ocupa
el nom en aquest fitxer és l'identificador
unic del genoma. Fa de traduccié entre el
nom del genoma i la seva ID.

genome/ Conté tots els genomes dels que
disposem al nostre servidor [4]. Per cada
genoma conté una carpeta que com a
nom té el identificador Unic del genoma.
Dintre de la carpeta conté tots els
cromosomes, el genoma complet i una
carpeta “info/” amb altres fitxers del
genoma, accession.txt, entre altres).

Nota important: En aquesta carpeta, i en
les descendents no poden haver més
fitxers ni carpetes fora dels esmentats.

old/ Quan s'actualitza un genoma, guardem el
genoma antic per seguretat.

mapedgenes/ Aguesta carpeta conté els gens generats
pel programa de mapatge de gens. Es
guarden com n9ID.gen. Aquests fitxers
els carrega l'aplicatiu web Mummy per
visualitzar la comparacié.

mums/ Carpeta que conté els MUMs finals de les
comparacions de tots els genomes
eucariotes.

smums/ Carpeta que conté els SMUMs finals de les
comparacions de tots els genomes
eucariotes.

smumsort/ Carpeta que conté els SMUMs de les

comparacions amb l'index d'ordenacid.
Aqguests fitxers sén els que pot carregar

I'aplicatiu web Mummy per visualitzar la
comparacio.
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4.2 Robot d'automatitzacio bimensual

El robot d'automatitzaciéo bimensual no deixa de ser un programa en C++ que
crida a la resta de programes desenvolupats per mantenir les comparacions de
genomes eucariotes actualitzades.

La forma de programar I'execucié bimensual del nostre robot d'automatitzacio
bimensual ha de ser amb eines del sistema, en aquest cas GNU/Linux, aixi que hem
de fer servir el cron.

Les comandes d'Us son les seglients:

#crontab -1, per llistar el contingut del fitxer cron, és a dir, les planificacions
programades al sistema.

#crontab -e , per editar el fitxer cron i modificar planificacions programades i
programar-ne de noves. S'utilitza I'editor vi.

El funcionament del fitxer cron ve explicat a la segient figura [Figura 24]

* % % % * comando o programa a ejecutar

| | | | ————— dia de la semana (0 - &) (0-> Domingo)
L 1 ] === Mes (1 - 12)

| | | e Dia del mes (1 - 31)

[ leemsmmermns Hora (0 - 23)

e Minuto (0 — 59)

Img. 4.2.1: Configuracion del cron
[Figura 24] Funcionament del fitxer cron per programar tasques.

He programat la segient linia per executar el software el primer dissabte cada
dos mesos a les 2:15 de la matinada.

1521,2,3,4,56,7 1,3,5,7,9,11 6 /var/www/cgi-bin/genomas/Robot

El motiu és senzill, s'explicara en detall a la seccié del Robot de descarrega i a
la seccié del programa de mapatge de gens, pero per fer-nos una idea: les connexions
amb I'FTP del NCBI i les grans consultes a les bases de dades s'han de fer en horari
nocturn els caps de setmana. D'aquesta manera també alliberem carrega a la UAB i al
mateix IBB assegurant-nos que no molestarem a ningu en aquest horari.
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robot.cc :
Descripcio general:

Al inici comprova si ha acabat l'ultima actualitzacié (llancada al anterior
timming), si encara esta executant-se, el programa es tanca. Si l'execucié de la
comparacié anterior va acabar crida successivament a diversos programes.
Primerament crida al robot de descarrega de nous genomes i seqiiéncies de
genomes actualitzades (s'explicara al seglient apartat, 5.2.1). Es comprova si
aquest programa ha fet alguna descarrega nova. Si no hi han novetats el programa es
tanca. Si hi han novetats cridem al programa de descarrega del mapatge de gens
(s'explicara als seglients apartats, 5.2.2).

Un cop descarregats els gens i el genoma, cridem al programa d'insercio de
nous genomes al servidor per ser comparats (s'explicara als seglients apartats,
5.2.3) per inserir el genoma al nostre sistema de forma adequada.

Després de la inserci6 del genoma, generem una llista amb el numero
identificador dels nous genomes que hem de comparar contra tota la resta de
genomes.

Passem la llista de genomes a comparar al programa actualitza_mums
perqueé realitzi la incorporaci6 de nous genomes a la comparacio tots amb
tots (s'explicara als seglients apartats, 5.2.4).

Una vegada acabada la comparacido dels nous genomes amb la resta de
genomes acaba el procés.

Procediment de compilacio:
Disposem de dos opcions:
-Executant la comanda make al directori Robot.
-Cridant al compilador: g++ robot.cc -o Robot

Procediment d'execucio:
Tot i que la execucid és cada dos mesos, podem executar el robot amb la
seglent comanda: ./Robot

Dades d'entrada:
No necessita cap parametre per part de I'usuari.

Dades de sortida:

No genera cap sortida més que la crida a altres programes i les dades que
deriva cap aquests.
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4.2.1 Robot de descarrega de nous genomes i seqiiéncies
de genomes actualitzades

El robot de descarrega de nous genomes i seqliiencies de genomes actualitzades
ha de navegar per I'FTP del NCBI i comprovar si han hagut novetats de genomes
eucariotes. Si hi han novetats descarregar-les. Per entendre el funcionament del
programa, veiem l'estructura de carpetes del FTP del NCBI [Figures 25 i 26]. Tots els

genomes eucariota de qualsevol classificaci6 es troba en la adrega
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/ .
| ] indice de fgenomes/ \‘— | 5 indice de /genomes/R... \ L
¢ | (D ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes | (@) ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/genomes/R_norvegicus
v | [ Otro:
i MITOCHONDRIA/ r ”
M_musculus Indice de /genomes/R_norvegicus/
I Macaca_mulatta/ -
I MapView/ Nombre Tamaio Fecha de modifi
I Meleagris_gallopavo/ ], [directorio padre]
Monodelphis domestica/ ARCHIVE/ 10/09/10 02:00:00
I Nasonia_vitripennis/ Assembled chromosomes/ 10/09/10 02:00:00
li Nomascus_leucogenys/ I BACENDS/ 27/12/02 01:00:00
li Omithorhynchus_anatinus/ CHR 01/ 10/09/10 02:00:00
Oryctolagus _cuniculus/ CHR:UE_! 10/09/10 02:00:00
I Oryza_ sativa/ CHR_03/ 10/09/10 02:00:00
b PGAAP/ I CHR 04/ (10 02:00:00
b PLANTS/ CHR_05/ 10/09/10B2;
Pan_troglodytes/ CHR 06/ 10/09/10 02:00:
I Physcomitrella_patens/ CHR:O?_.-' 10/09/10 02:00:00
| Plasmids/ I CHR_08/ 10/09/10 02:00:00
I Plasmodium_falciparum OLD/ CHR 09/ 10/09/10 02:00:00
Pongo_abelii/ CHR_10/ 10/09/10 02:00:00
I Populus_trichocarpa/ CHR_Il/ 10/09/10 02:00:00
I Protozoa/ b CHR_1%/ 10/09/10 02:00:00
1 README 3.1kB CHR 13/ 10/09/10 02:00:00
R_norvegicus/ CHR_14/ 10/09/10 02:00:00
b SARS/ CHR_15/ 10/09/10 02:00:00
I Saccoglossus_kowalevskii/ I CHR_lo/ 10/09/10 02:00:00
I Schizosaccharomyces pombe | CHR 17/ 10/09/10 02:00:00
Strongylocentrotus _purpuratus/ CHR_18/ 10/09/10 02:00:00
I Sus_scrofa/ CHR_19/ 10/09/10 02:00:00
I TARGET/ i CHR_20/ 10/09/10 02:00:00
b TOOLS/ CHR_MT/ 10/09/10 02:00:00
Taeniopygia_guttata/ CHR_Un/ 10/09/10 02:00:00
I Tribolium castaneun/ CHR_X/ 10/09/10 02:00:00
Il Viruses/ L] Mapping data 0B 15/01/06 01:00:00
I Vitis_vinifera/ L] README 18.4 kB 10/09/10 02:00:00
WGS_BACTERIA_OLD/ ] README CURRENT BUILD 1734 B 10/09/10 02:00:00
I Xenopus_Silurana_tropicalis/ RNA/ 10/09/10 02:00:00
= genomeprj/ L] allcontig.agp.gz 12.2 MB 10/09/10 02:00:00
| nucleotide mapview 14.1 MB mapview/ 03/01/11 01:00:00
L7 protein mapview 271kB masking coordinates o7 77 5 MR 10/09/10 02:00-00

[Figura 25] A l'esquerra de la imatge veiem la carpeta general de genomes eucariotes, com exemple el
genoma de la rata es troba a la carpeta R_norvegicus/. A la dreta veiem el contingut de d'aquesta
carpeta. Existeix informacid mitocondrial, de gens, versions anteriors i dins la carpeta
Assembled_chromosomes trobem el genoma.
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/lj indice de /genomes/R... * \'@

indice de /genomes/R... x

v | [ Otros mar

10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00
10/09/10 02:00:00

]
E} @1 [ @ ftp:/iftp.ncbi.nih.gov/genomes/R_norvegicu f_f] [O ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/R_norvegicus/Assembled_chromosomes/secy
[J m_alt Rn_Celera_chr9.fa.gz 30.8 MB
indice d e /genom ES/R norv ._. m_alt Rn Celera_chr9.mfa.gz 33.0MB
—_ L] m_alt Rn Celera chrX.fa.gz 38.5MB
e I [J m_alt Rn_Celera_chrX.mfa.gz 41.1 MB
fomblre : Faemane ] m_alt Rn_Celera_unplaced.fa.gz 143 MB
= (s ] m_alt Rn_Celera_unplaced.mfa.gz 15.2 MB
= aﬁp J{NC ’ _— [J m_chrMT fa.gz 52kB
j zh:_accgsgslions - Py ._. m_chrMT.mfa.gz 5.2kB
e B L] m_ref RGSC v3.4 chrl.fagz 70.2 MB
B e’ acoeins ROGE V4 ) m_ref RGSC v3.4 chrl.mfa.gz 74.9 MB
M e i o ; ) m_ref RGSC_v3.4_chrl0.fa.gz 29.3 MB
I seq/ :
._E unlocalized_accelssions_RGSC_v3.4 71 kB : z_si_iggg_zgj_it::?;zf;gz g;: ﬁﬁ
L unplaced accessions RGSC v3.4 60 kB O] m ref RGSC v3.4 chrl L 253 MB
| unplaced_accessions_Rn_Celera 345 kB 0 m:ref:R GS C:v3. 4:chrl 2 gz 11.9 MB
] m_ref RGSC v3.4 chrl2.mfa.gz 12.7 MB
] m_ref RGSC_v3.4 chrl3.fagz 29.6 MB
[] m_ref RGSC v3.4 chri3.mfagz 3.6 MB
] m_ref RGSC v3.4 chrl4.fagz 29.2 MB
] m_ref RGSC v3.4 chrl4.mfa.gz 31.2MB
[J m_ref RGSC v3.4 chri5.fagz 28.7MB
] m_ref RGSC v3.4 chri5.mfa.gz 30.7 MB
] m_ref RGSC_v3.4 chri6.fa.gz 23.6 MB
[J m_ref RGSC v3.4 chrl6.mfa.gz 252 MB
] m_ref RGSC_v3.4 chri7.fagz 254 MB
[] m_ref RGSC_v3.4 chrl7.mfa.gz 27.2MB
] m_ref RGSC v3.4 chri8.fagz 23.1 MB
] m_ref RGSC_v3.4 chri8.mfa.gz 24.7MB
L] m_ref RGSC_v3.4_chr19.fagz 15.5 MB
] m_ref RGSC v3.4 chr19.mfa.gz 16.6 MB
7 m_ref RGSC_v3.4 _chr2.fagz 68.1 MB
L) m_ref RGSC_v3.4 chr2.mfa.gz 72.8 MB
] m_ref RGSC v3.4 chr20.fa.gz 143 MB
] m_ref RGSC_v3.4 chr20.mfa.gz 15.3 MB
L) m_ref RGSC_v3.4_chr3.fagz 45.6 MB
L) m_ref RGSC v3.4 chr3.mfa.gz 48.7 MB
L7 m_ref RGSC_v3.4 chrd.fagz 49.9 MB
) m_ref RGSC_v3.4 chrd.mfa.gz 53.4MB
T

[Figura 26] A l'esquerra de la imatge veiem el contingut de la carpeta Assembled_chromosomes/ segons
I'estat de la sequenciacié del genoma podem trobar els fitxers en aquesta carpeta o bé a l'interior de la
carpeta seq/. Observem els fitxers accessions necessaris pel mapatge de gens. A la dreta observem els
fitxers dels cromosomes i diferents versions del genoma, alternatives i referencials.
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DownloadRobot.jar :

Descripcio general:

El robot de descarrega de genomes eucariota primerament carrega en memoria
els dos fitxers, genesdescargados.txt i no.txt, busca a la carpeta FTP del NCBI (o la
indicada al fitxer config.properties) i comprova carpeta per carpeta.

Si el nom de la carpeta esta inclos a qualsevol dels dos fitxers esmentats, vol
dir que o bé es tracta d'una carpeta que no conté genomes o bé que ja disposem del
genoma. Si es tracta de I'Ultim cas comprovem la data de modificacié del genoma i
nomeés si es posterior a la data de la nostra versid el descarreguem.

Per la resta de carpetes comprovem si es tracten de genomes mirant l'interior.
Si contenen una carpeta Assembled_chromosomes/ no només és un genoma que ens
interessa, sind que esta seqlienciat, almenys part.

Un cop descarregats tots els fitxers que necessitem, hem d'identificar el
genoma, ja que es troben tant plantes com peixos barrejats. Per aixd fem us de les
eines de consulta remota a les bases de dades del NCBI, les e-utils [3]. Després
d'obtenir el taxo de l'espécie (la classificacié dins d'eucariotes) escrivim si es tracta
d'un animal (Metazoa) dins del fitxer nuevosMetazoa.txt .

Després d'aixo el programa finalitza el procés.

Procediment de compilacio:

-Per compilar facilment, podem fer us de I'entorn Eclipse [15].

-Creem un nou projecte indicant la carpeta del codi del programa. L'Eclipse
detecta automaticament el directori de libs, src, etc.

-Compilar perque generi tot el necessari.

-Anem a File -> Export -> Runnable JAR file -> Export destination i verifiquem
gue tenim marcada l'opcié "package required libs in jar", aixi empaquetem tot el
necessari dins del jar.

-Abans d'executar, comprovem que l'arxiu de configuracié bin/config.properties
conté els paths correctes on es troba I'aplicacio.

-Ja el tenim preparat per executar.

Procediment d'execucio:

Indiguem que executem un jar, les opcions en memoria i que ens guardi la
sortida del programa al fitxer output.txt:

java -Xmx512m -jar DownloadRobot.jar > output.txt
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Dades d'entrada:
-Necessita el fitxer bin/config.properties ben configurat, exemple:

remote_host=ftp.ncbi.nlm.nih.gov (indiquem ftp remot)
local_directory_Eukaryota=/path_on_trobem_programa/downloadRobot/
remote_directory_Eukaryota=/genomes/ (indiquem carpeta d'eucariotes)

-genesdescargados.txt : Fitxer amb una llista de noms dels genomes eucariotes
que ja tenim descarregats al nostre servidor. Si esta buida, el programa descarregara
tot el que trobi.

-no.txt : Fitxer amb noms de carpetes conegudes del FTP que el programa ha
d'ignorar per no contenir genomes.

Llibreries utilitzades:

-edtftpj: edtftpj és una llibreria de Enterprisedt [16] que permet el control de
sessions FTP en Java.

Dades de sortida:
-genesdescargados.txt : Per cada descarrega, el programa afegeix una linia
amb el nou genoma. Si el fitxer és una actualitzacid, no afegeix res.
-nuevosMetazoa.txt : Per cada descarrega del regne animal, el programa
afegeix una linia, tant si és una nova descarrega, com si és una actualitzacid.
-/genomas/Eukaryota/X/ : Genera tantes carpetes X, amb el nom del genoma,
per cada genoma nou o actualitzat que descarrega. A l'interior descarrega el genoma.
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4.2.2 Programa de mapatge de gens sobre el genoma

Programa encarregat de generar el mapatge de gens sobre el genoma.
Descarrega els fitxers amb la informacioé genética de cada cromosoma i situa cada gen
a la seva posicié corresponent dins el genoma.

getgenes.jar :

Descripci6é general:

Com hem vist pagines enrere a la [Figura 26], disposem a la adrecga
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/ les carpetes dels genomes. Dintre d'aquestes
carpetes, on es troba la carpeta Assembled_chromosomes/ existeixen altres carpetes
amb el nom dels cromosomes. Aquestes carpetes contenen diversos fitxers, gbs, gbk
amb informacio del cromosoma. Podem processar els fitxers gbs per obtenir els gens.

El programa recorre aquestes carpetes pels genomes indicats a genes.txt i
descarrega els fitxers necessaris. Per cada fitxer gbs descarregat i per cada entrada
de cromosoma al fitxer accession, el programa accedeix i descarrega la informacid
d'ensamblatge dels gens i processa tota la informacié per generar els fitxers .gen.

Després de generar els fitxer de gens el programa finalitza I'execucio.

Procediment de compilacio:

-Per compilar facilment, podem fer us de I'entorn Eclipse [15].

-Creem un nou projecte indicant la carpeta del codi del programa. L'Eclipse
detecta automaticament el directori de libs, src, etc.

-Compilar perque generi tot el necessari.

-Anem a File -> Export -> Runnable JAR file -> Export destination i verifiquem
que tenim marcada l'opcié "package required libs in jar", aixi empaquetem tot el
necessari dins del jar.

-Abans d'executar, comprovem que l'arxiu de configuracié bin/config.properties
conté els paths correctes on es troba I'aplicacio.

-Ja el tenim preparat per executar.

Procediment d'execucio:
Indiguem que executem un jar, les opcions en memoria i que ens guardi la
sortida del programa al fitxer output.txt:

java -Xmx1024m -jar getgenes.jar -type=[Archaea|Bacteria|Eukaryota]
-downloadfiles=[true|false] > output.txt
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Dades d'entrada:
-Necessita el fitxer bin/config.properties ben configurat, exemple:

remote_host=ftp.ncbi.nlm.nih.gov (indiquem ftp remot)
local_directory_Eukaryota=/path_on_trobem_programa/sync_genes/
remote_directory_Eukaryota=/genomes/ (indiquem carpeta d'eucariotes)

-El parametre type determina el domini al que pertanyen els genomes.

-El parametre downloadfiles determina si es necessaria la descarrega dels
fitxers per la generacié dels gens.

-El fitxer genes.txt és un fitxer necessari ja que conté una llista amb tots els
genomes dels que el programa ha de descarregar els gens pel mapatge. El genera el
downloadrobot.jar i el robot d'automatitzacié s'encarrega de col-locar-lo al seu lloc.

-Per cada genoma que vulguem descarregar els gens ha d'existir un
subdirectori de la aplicacié amb el format: /assemblies/X/ on X és el nom del genoma
que descarregarem. Aquesta carpeta ha de contenir un fitxer Accession.txt amb el
seguent format:

<Identificador de cromosoma> <RefSeq><Accession.version>
Tant RefSeq com Accession.version sén diferents identificadors a les bases de
dades del NCBI dels fitxers GenBank corresponents a cada cromosoma.
Aquest fitxer el descarrega el downloadRobot.jar i el robot d'automatitzacié
s'encarrega de col-locar-lo al seu lloc.

Llibreries utilitzades:

-edtftpj: edtftpj és una llibreria de Enterprisedt [16] que permet el control de
sessions FTP en Java.

-BioJava: BioJava és un conjunt de libreries de java per el procés de dades
biologiques. Al programa en quliestié el fem servir per llegir els fitxers gbs.

Dades de sortida:
-A més de generar, i descarregar dades temporals que eliminem després de

I'execucio, crea els fitxers de gens de cada genoma a:
/genomas/Eukaryota/mapedgenes/X.gen on X és I'ID del genoma
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4.2.3 Programa d'inserciéo de nous genomes al servidor
per ser comparats

Programa que gestiona la insercié del genoma al sistema a la carpeta que toca,
amb el format i nom que han d'anar els fitxers i carpetes.

procesoDescarga.cc :

Descripcio general:

El programa recorre totes les carpetes del directori, ignorant la carpeta
processats, i per cada una (per cada genoma) realitza el seguent procediment:

Descomprimeix els fitxers del genoma.

Mou la informacié de genomes que no necessitem a la carpeta info del genoma.

Busca si el genoma existia al sistema per aprofitar la ID, o obté una nova.

Copia el genoma a la carpeta processats i crida al programa per renombrar
tots els fitxers del genoma amb l'identificador del genoma i del programa de
concatenacio de la seqiiéncia dels cromosomes d'un genoma (els dos
programes s'explicaran als seglients apartats, 5.2.3.1i 5.2.3.2).

Mou el genoma correctament modificat a la carpeta que pertoca i els gens a la
carpeta de ../mapedgenes/

El programa finalitza.

Procediment de compilacio:
Disposem de dos opcions:
-Executant la comanda sh compilar.sh
-Cridant al compilador: g++ procesoDescarga.cc -o procesoDescarga

Procediment d'execucio:
./procesoDescarga

Dades d'entrada:
No necessita cap parametre per part de I'usuari.
-A la carpeta SinRenombrar/ només han d'existir les carpetes dels genomes a
processar amb el nom del genoma tret de processats/.
-ngenoma : Llegeix el fitxer que conté el numero que representa la quantitat de
genomes al servidor, per otorgar nous identificadors Unics.

Dades de sortida:

-processats/X/ : Es fa una copia dels genomes abans de processar-los.

-../genome/X/ : Col-loca el genoma al seu lloc per poder fer les comparacions.

-../mapedgenes/X.gen : Col-loca els gens al seu lloc.

-../genes.txt : Es modifica/afegeix si cal, els nous genomes al fitxer genes.txt
de la carpeta superior. S'ha d'afegir en ordre ja que la posicié que ocupa el genoma al
fitxer determina el nUmero identificador que té el genoma al sistema.

-ngenoma : Actualitza el fitxer que conté un numero que representa la
quantitat de genomes al servidor.
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4.2.3.1 Programa per renombrar els fitxers de genomes
amb l'identificador del genoma

Programa que s'encarrega de canviar els noms dels genomes descarregats per
el seu nimero identificador.

renombrar.cc:

Descripcio general:

El programa recorre tots els fitxers del directori, ignorant la carpeta info, i per
cada fitxer (cromosoma)realitza el seglient procediment:

Obté la part identificativa del cromosoma del nom.

Utilitzant expressions regulars, trobem quin tipus de cromosoma estem
tractant, si és numeric, lletres, cromosomes especials X,Y,Z,W, LG,LGE etc.

Finalment renombra el fitxer amb el format adequat:

<numID_genoma>-<IdCromosoma>[<num_IdCromosoma>]
Fi del programa.

Procediment de compilacio:
Disposem de dos opcions:
-Executant la comanda sh compilar.sh
-Cridant al compilador: g++ renombrar.cc -o renombrar

Procediment d'execucio:
.Jrenombrar <Carpeta_genoma/> <num_per_renombrar>

Dades d'entrada:

-A la carpeta SinRenombrar/ han d'existir les carpetes dels genomes a
processar amb el nom del genoma.

- El parametre carpeta_genoma/ indica la carpeta on és el genoma a
renombrar.

- El parametre num_per_renombrar indica el numero identificador pel qual s'ha
de substituir el nom del genoma.

Dades de sortida:
-Fitxers del genoma i de gens renombrats.
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4.2.3.2 Programa de concatenacié de la seqiiéncia dels
cromosomes d'un genoma

Programa que genera el fitxer de genoma complet, a base de concatenar en
ordre els cromosomes.

unircromosomas.cc :

Descripcié general:

El programa recorre tots els fitxers del directori, ignorant la carpeta info, i per
cada fitxer (cromosoma)realitza el seglient procediment:

Obté la part identificativa del cromosoma del nom.

Trobem quin tipus de cromosoma estem tractant, si és numeric, lletres,
cromosomes especials X,Y,Z,W, LG, etc. i els anem afegint en ordre en vectors de
memoria dinamica. Suposem que en un genoma que disposa de cromosomes X,Y no
disposa de cromosomes W,Z i viceversa.

Finalment concatenem els fitxer de cromosomes en ordre seguint els vectors
creats, el fitxer final generat té el seglent tipus:

<numID_genoma>
Després finalitza I'execucio.

Procediment de compilacio:
Disposem de dos opcions:
-Executant la comanda sh compilar.sh
-Cridant al compilador: g++ unirCromosomas.cc -o unirCromosomas

Procediment d'execucio:
.JunirCromosomas <Carpeta_genoma/> <num_genomar>

Dades d'entrada:

-A la carpeta SinRenombrar/ han d'existir les carpetes dels genomes a
processar amb el nom del genoma i els cromosomes de l'interior han de estar
renombrats.

- El parametre carpeta_genoma/ indica la carpeta on és el genoma a
renombrar.

- El parametre num_per_renombrar indica el numero identificador pel qual
s'han renombrat els homs dels cromosomes del genoma.

Dades de sortida:
- Fitxer de genoma complet a base de concatenar cromosomes en ordre.
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4.2.4 Programa d'incorporacié6 de nous genomes
seqiienciats o seqiiéncies de genomes actualitzades a 1la
comparacio de genomes tots amb tots

Programa que automatitza tot el procés de comparacié i llanca la comparaci6 de
genomes actualitzats o nous contra la resta de genomes del nostre servidor
http://platypus.uab.cat [4].

actualiza_mums.cc:
Descripcié general:

Inicialment el programa crea les carpetes necessaries i processa la cadena de
caracters que rep per parametre Genera un vector amb els genomes a comparar i
segueix dos bucles que li permeten comparar els genomes del vector entre ells sense
repetir comparacions i també comparar-los contra la resta de genomes.

Per cada comparacié es comprova que existeixin els genomes i es comprova la
mida que ocupa cadascun. Comparem sempre el genoma amb cromosomes més
petits, partits en cromosomes. D'aquesta manera tenim suficient memoria RAM per les
comparacions.

Creem vectors dinamics ordenant els cromosomes per mida, guardant el nom
del cromosoma i la mida que ocupara la comparacié6 en memoria RAM. Aixi podem
controlar I'error abans que succeeixi. A partir d'aqui comenca la paral-lelitzacié i fem
tantes crides al MUMOL (I'explicarem al seglient apartat, 5.2.4.1) com ens permeti la
memoria.

Un cop generats tots els MUMs de cromosomes, cridem al programa de
concatenacio de MUMs de la comparaciéo per cromosomes (l'explicarem als
seglients apartats, 5.2.4.2) i seguidament cridem al programa de eliminacié de no-
MUMs (l'explicarem als seglients apartats, 5.2.4.3)

Després de la generacid6 de MUMs tornem a paral-lelitzar, permetent que el
programa principal continui amb la seglient comparacié i mentrestant es fa el calcul
de SMUMs cridant al programa de generacié de SMUMs a partir dels MUMs
(I'explicarem als seglients apartats, 5.2.4.4). Es realitzen tres passades del calcul de
SMUMs per aconseguir SMUMs més grans. Entre cada passada es crida al programa de
correccio de SMUMs duplicats (I'explicarem als seglients apartats, 5.2.4.5).

Quan totes les comparacions han acabat, es crida al programa de generacio
del fitxer de similitud entre genomes tots per tots i I|'script smumsort per
optimitzar els SMUMs per ser llegits per I'applet Mummy (Tots dos explicats als
apartats, 5.2.4.6 i 5.2.4.7), després el programa acaba d'executar-se.
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Procediment de compilacio:
Disposem de dos opcions:
-Executant la comanda make
-Cridant al compilador: g++ actualiza_mums.cc -o actualiza_mums

Procediment d'execucio:
.Jactualiza_mums <carpeta_genomes/> <genomes_a_comparar>

Dades d'entrada:

- El parametre carpeta_genoma/ indica la carpeta on sén els genomes a
comparar.

- El parametre genomes_a_comparar ha de ser una cadena de caracters amb
els genomes nous o actualitzats a comparar separats per comes. La cadena es del
tipus "2,5,7,10".

Dades de sortida:

-logprocessats - Fitxer que guarda els identificadors de les parelles de genomes
que s'han comparat correctament.

-Fa diverses crides a tots el programes necessaris per la generacié de MUMs,
SMUMs, i la reste de dades de la comparacié. S'encarrega de processar-les i col-locar-
les al seu lloc.
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4.2.4.1 Programa de generaciéo de MUMs, el MUMOL

Programa que em van facilitar al IBB per executar I'algorisme MUMOL pel calcul
de MUMs. Aquest programa executa la comparacié de genomes fitxer contra fitxer. Per
fer la comparacié cromosoma-genoma, el programa actualitza_mums s'encarrega de
tot per habilitar aguesta comparacid.

mumol.cc :
Descripcié general:

Aquest programa troba els MUMs de dos fitxers, vam haver d'afegir diverses
adaptacions per habilitar la comparacié a eucariotes:

-Renombrament de fitxers per no solapar fitxers a la paral-lelitzacid.

-Detectar i escriure els fitxers de desplacaments de les zones no seqlienciades.

(pe. ACTGTNNNNNNNTGA)

-Escriure el fitxer de offsetscromo per permetre la concatenacié dels MUMs de
cada cromosoma sumant els desplagaments adients a cada cromosoma.

-Afegir I'is de semafors per no escriure paral-lelament a un fitxer.

Procediment de compilacio:
-Cridant al compilador: g++ mumol.cc -o mumol

Procediment d'execucio:
/mumol <fitxerl> <fitxer2> <nom_evitar_solapacions> <nom_cromosoma>
<minimum_matching> <bool_inverse>

Dades d'entrada:

-El parametre fitxerl inclou el path del primer fitxer a comparar.

-El parametre fitxer2 inclou el path del segon fitxer a comparar.

-El parametre nom_evitar_solapacions inclou una cadena de caracters per
afegir als noms que puguin solaparse per la paral-lelitzacié. Aquesta cadena inclou els
identificadors dels genomes i del cromosoma.

-El parametre nom_cromosoma porta el nom del cromosoma per escriure'l als
fitxers que ho necessitin.

-El parametre minimum_matching valor que indica la minima coincidéncia que
ha de trobar per considerar una seqtiéncia com a MUM.

-El parametre bool_inverse indica si la cerca de MUMs és directa (0) i inversa
(1).

Dades de sortida:
-Fitxers de sortida de MUMs.
-Fitxers offsetl i offset2 per la correccid de les seqliencies incompletes
-Fitxer offsetsCromo per la concatenacio de MUMs de cromosomes.
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4.2.4.2 Programa de concatenaci6 de MUMs de la
comparacié per cromosomes

Programa que genera el fitxer de MUMs del genoma, a base de concatenar en
ordre les comparacions de cada cromosoma.

concatena.cc:

Descripcioé general:

El programa ordena i llegeix el fitxer chr_offsets. Genera un vector dinamic
ordenat per anar guardant els cromosomes especials amb lletres, LG, etc. Quan té tot
ordenat passa a concatenar els MUMs de cromosomes, afegint el desplagament
necessari als valors de posicié de cada cromosoma.

Procediment de compilacio:
-Cridant al compilador: g++ concatena.cc -o concatena

Procediment d'execucio:
./Concatena/concatena <num_genoma_particionat> <num_genoma_sense_partir>

Nota: S'ha d'executar des de la carpeta superior.

Dades d'entrada:

— El parametre num_genoma_particionat indica l'identificador del genoma que
s'ha comparat per cromosomes.

— El parametre num_genoma_sense_partir indica l'identificador del genoma
que s'ha comparat sencer.

- ../../mums/offsetscromo/<num_genoma_particionat>/chr_offsets - Aquest
fitxer ha d'existir, el genera el MUMOL i escriu els desplacaments que
necessita cada cromosoma.

Dades de sortida:
- Fitxer MUM de la comparacié a la carpeta mums/

Fitxer exemple de MUMs
MUM 1 Posici¢ inicial genoma 1 | Posicio inicial genoma 2 Mida del MUM
MUM 2 Posicid inicial genoma 2 | Posicio inicial genoma 2 Mida del MUM

MUM N Posici¢ inicial genoma 1 | Posicio inicial genoma 2 Mida del MUM
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4.2.4.3 Programa de eliminacié de no-MUMs

Programa necessari per eliminar els no-MUMs generats per fer la comparacio
per cromosomes.

corregirNoMum.cc :

Descripci6é general:
El programa ordena el fitxer de MUMs per la segona columna que és la
problematica perqué poden caure més d'un MUM de diferents cromosomes.

A partir d'aqui recorre en ordre la segona columna i va generant un vector
dinamic on va guardant les posicions de cada MUM que pot absorbir altres MUMs més
petits dintre seu. Aixi va avangant la lectura del fitxer i escrivint els MUMs correctes en
un altre fitxer.

Els MUMs han de tenir un format com aquest:
<num_petit_genoma>_<num_gran_genoma>.[directo|inverso]

Si el genoma per raons de la comparacié per cromosomes te el tipus
6_3.directo, o 20_2.inverso, s'han d'invertir per 3_6.directo i 2_20.inverso, invertint
també les columnes perqué el programa Mummy pugui processar les dades. Aquest
programa també corregeix aixo.

Procediment de compilacio:
-Cridant al compilador: g++ corregirNoMum.cc -o corregirNoMum

Procediment d'execucio:
.JcorregirNoMum <Fitxer_MUMs>

Dades d'entrada:
— El parametre Fitxer_MUMs és una cadena de caracters que indica el path del
fitxer de MUMs a corregir.

Dades de sortida:
— Fitxer de MUMs corregit.
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4.2.4.4 Programa de generaci6 de SMUMs a partir de
MUMs

Programes pel calcul de SMUMs. Tant el lanza_smums.cc com smums.cc em
van ésser proporcionats pel IBB.

lanza_smums.cc i smum.cc:
Descripci6é general:

El programa lanza_smums.cc és |'encarregat d'automatitzar el llancament del
calcul de SMUMs per calcular tots els MUMs d'una carpeta. Per poder obtenir els
resultats conforme es van generant els MUMs sense haver d'esperar a que acabin tots
els calculs, vaig realitzar unes adaptacions. Passant per parametre els valors ID dels
dos genomes del mum que volem comparar, només calcula la parella directo/inverso
d'aquesta comparacio.

El programa fa la crida al smums.cc per fer el calcul. Per que l'algoritme
funcioni correctament, el fitxer de MUMs ha d'estar ordenat de menor a major per la
posicid inicial del genoma 1.

També vaig modificar els paths dels fitxers factors per que no es solapessin
quan es crides el programa un altre cop.

Procediment de compilacio:
-Cridant al compilador:
g++ lanza_smums.cc -o lanza_smums
gpp smum.cc -0 smum

Procediment d'execucio:

./lanza_smums <Carpeta_Fitxer_MUMs> <ID_genomal> <ID_genoma2>
[<Multiplicador>]

./smum <Nom_Fitxer_MUM> <Multiplicador>

Dades d'entrada:

— El parametre Carpeta_Fitxer_MUMs és una cadena de caracters que indica el
path de la carpeta on es troben els MUMs.

— El parametre ID_genomal és un numero que identifica el genoma 1.

— El parametre ID_genomaZ2 és un numero que identifica el genoma 2.

— El parametre Multiplicador és un valor que indica la tolerancia a I'hora de fer
nous SMUMs. Si no s'indica, s'utilitza un valor de 2,5.

— El parametre Nom_Fitxer_MUM és el fitxer MUM del que es calcularan els
SMUMs.
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Dades de sortida:

— Fitxers de SMUMs.
— Fitxer factors per cada parella de MUMs.

— Fitxer factorsMesNoAbsorvits per cada parella de MUMs.

Fitxer exemple de SMUMs
SMUM 1 Posici6 inicial genoma 1 | Posicid inicial genoma 2 | Mida del SMUM
SMUM 2 Posici6 inicial genoma 1 | Posicid inicial genoma 2 | Mida del SMUM
SMUM N Posicio inicial genoma 1 | Posicio inicial genoma 2 | Mida del SMUM
Linia divisoria en blanc, separa SMUMs de MUMs no absorvits
MUM 1 Posici6 inicial genoma 1 | Posici6 inicial genoma 2 | Mida del MUM
MUM 2 Posici6 inicial genoma 1 | Posici6 inicial genoma 2 | Mida del MUM
MUM M Posici6 inicial genoma 1 | Posici6 inicial genoma 2 | Mida del MUM
Fitxer exemple de factors.txt
Genoma 1 Genoma 2 Sumatori de la mida de MUMs
1 SMUMs dels dos genomes.
Genoma 1 Genoma 3 Sumatori de la mida de MUMs
1 SMUMs dels dos genomes.
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4.2.4.5 Programa de correccié6 de SMUMs duplicats

Programa per transformar el fitxer de SMUMs resultant d'un calcul de SMUMs al
format del fitxer de MUMs per realitzar la seglient passada de calcul de SMUMs.
Elimina els SMUMs duplicats que sorgeixen del programa smums.cc al utilitzar
multiplicadors grans.

corredupSmums.cc :
Descripcio general:

La base d'aquest programa és la mateixa que el programa de correccié de no-
MUMs de l'apartat 5.2.4.3. La diferencia principal, és que en aquest cas hem
d'executar el programa dues vegades, una per cada columna, ja que ens poden
apareixer duplicats pels dos genomes.

Com acabem ordenant el fitxer per la primera columna, i eliminem I|'espai
separador, de nou té el format de MUM i podem tornar a buscar SMUMs dintre.

Existeix una variant d'aquest programa. Per [|'Ultima passada de SMUMs,
necessitem que el fitxer ens quedi en format de SMUM, aixi que no podem cridar
aquest programa d'aquesta forma. Per aix0 hem de cridar a I'script separasmums.sh
gue ens separa els SMUMs dels MUMs no absorbits i crida el CorredupSmums només
pels SMUMs. Després del procés torna a ajuntar els fitxers amb el format correcte.

Procediment de compilacio:
-Cridant al compilador: g++ corredupSmums.cc -0 corredupSmums

Procediment d'execucio:
.JcorredupSmums <Fitxer_SMUMs>

Dades d'entrada:
— El parametre Fitxer_SMUMs és una cadena de caracters que indica el path
del fitxer SMUM a transformar.

Dades de sortida:
— Fitxer de MUMs.
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4.2.4.6 Programa de generacio del fitxer de similitud
entre genomes tots per tots

Programa de concatenacié dels fitxers amb la similitud entre dos
genomes. El fitxer factors resultant contindra el grau de similitud entre tots els
genomes. Per cada comparacié entre genomes el fitxer factors resultant contindra els
identificadors del dos genomes i el sumatori de la mida de tots els seus MUMs i
SMUMs. Podem veure el format al apartat 5.2.4.4

corredupSmums.cc :
Descripcié general:

En aquest programa recorrem la llista de fitxers de la carpeta que s'indica per
parametre. Per cada fitxer de factors de la comparacié6 de dos genomes, guardem els
identificadors dels genomes i ordenem les comparacions pel primer genoma a un
vector dinamic. Finalment generem el fitxer factors amb les comparacions entre tots
els parells de genomes.

Procediment de compilacio:
-Cridant al compilador: g++ uneFactors.cc -o uneFactors

Procediment d'execucio:

.JuneFactors <Carpeta_factors/>

Nota important: A la carpeta_factors només pot haver fitxers de factors
temporals i el factors.txt

Dades d'entrada:
— El parametre Carpeta_factors és una cadena de caracters que indica el path
de la carpeta on podem trobar els factor de semblanca resultants de cada
comparacio

Dades de sortida:
— Fitxer factors - Podem veure el format al apartat 5.2.4.4 .
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4.2.4.7 Script d'optimitzacio del fitxer de SMUMs per ser
llegit per l'applet Mummy

Es tracta d'un script que transforma el fitxer de SMUMs per poder ser
llegit pel Mummy.

smumsortV3.sh :
Descripcio general:

Aquest script busca en la carpeta de smums/ i per cada fitxer de SMUMs:

Etiqueta els SMUMs i MUMs no absorbits

Ordena per la columna de la mida dels SMUMs i retalla el milié més gran.

Després afegeix un camp d'index d'ordenacid per la posicié del genoma 2.

A continuacié afegeix un camp d'index d'ordenacié per la mida nomes pels
SMUMs.

Procediment de compilacio:
No necessita compilacid.

Procediment d'execucio:
Executant la comanda: sh smumsortV3.sh

Dades d'entrada:
— No necessita, només han d'haver els SMUMs a la carpeta smums/ .

Dades de sortida:
— Fitxers smumsort a la carpeta smumsort/ .

Fitxer exemple de smumsort
Posici6 Posici6 Mida del | Ordenaci6 per [ Ordenacid per
SMUM 1 inicial inicial p 11op
SMUM genoma 2 mida
genoma 1 genoma 2
MUM no II)EISCIE? I:zlsclf;? Mida del | Ordenacio per
absorvit 1 SMUM genoma 2
genoma 1 genoma 2
Posicig Posici6 Mida del | Ordenaci6 per | Ordenaci6 per
SMUM N inicial inicial P e10p
SMUM genoma 2 mida
genoma 1 genoma 2
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4.3 Com veure els fitxers de comparacio de genomes
eucariota amb l'applet Mummy

Ara veurem com poder observar els fitxers calculats amb la aplicacié web
Mummy. Necessitem que els fitxers de SMUMs amb ordenacid existeixin a la carpeta
smumsort/ corresponent al path que passem al atribut “path”. El mateix amb els
fitxers de gens, han d'existir a la carpeta mapedgenes corresponent al path.

Si tot és correcte, existeix una aplicacié (que comentaré en el apartat de treball
futur) que falta ésser adaptada per eucariotes i que generara un link com el segient:

http: latypus.uab.cat/genomas/Mummy/Mummy.html?path=..%2Fgenomas

%2FEukaryota&V1=1&NombreVarl=H_sapiens&V2=2&NombreVar2=Macaca_mulatta
&smumsOnly=true

Fixem-nos en |'adrega:
-L'aplicatiu Mummy que estem fent servir és a /var/www/html/genomas/Mummy/
-Indiquem que el path on ha d'anar a buscar els genomes és a ../genomes/Eukaryota/
-La comparacidé que estem visualitzant és la corresponent a genoma 1 (V1=1) contra
el genoma 2 (V2=2). Es a dir, estem carregant els gens 1.gen i 2.gen i els smumsort
1_2.directo.smum i 1_2.inverso.smum .

Quan carreguem l|'aplicatiu veiem la seglient pantalla, [Figura 27]. Si fem click a
“launch comparison” anirem a la pantalla de comparacid.

| Y-; Options

Genome Selection Active Options Active

Available Genomes Genomes to Compare Direct  luerse Full Screen
< ;
= H V] V]
Bl AE | Wiew Chromosome Regions

-
= Macaca_mulatta

|| Wiew Rules
V] View Genes
Keys Active
L Compare Chromosomes Launch comparison
Default Alternative

© O |4 ||L.

LEFT RIGHT

it |FAE B

BOT. GENOME BOT. GENOM|
LEFT RIGHT

RIGHT

[Figura 27] A la imatge podem veure l|'aplicatiu Mummy a la pantalla inicial de opcions. Veiem els noms
dels genomes a comparar, si volem vista de cromosomes o de genoma les opcions de visualitzacio i
instruccions del teclat per poder-nos desplagar.
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5. Conclusio

Tot i els problemes trobats durant la realitzacié del treball hem aconseguit
complir els objectius dins el termini plantejat. Hem aconseguit I'automatitzacié total
del procés de comparacié de genomes eucariota en un servidor public a I'abast de tota
la comunitat cientifica. Des de el moment en que apareix un nou genoma, O
s'actualitza un genoma incomplet al repositori mundial de genomes (NCBI) fins que
vulguem veure la comparacié de aquest amb qualsevol altre genoma disponible.

Una de les parts més importants que varem aconseguir va ser fer viable la
comparacié de genomes d'eucariotes, fent la comparacié per a cada cromosoma d'un
genoma contra un altre genoma sencer. La adaptacié del calcul de MUMs va suposar
diversos reptes que vam poder superar:

-Comparem sempre el genoma amb cromosomes més petits, partit en
cromosomes. D'aquesta manera tenim suficient memoria RAM per realitzar el maxim
de comparacions simultanies.

-Desenvolupament d'un sistema per concatenar els MUMs de cromosomes
resultants de la comparacié de cada cromosoma. Aix0 implicava eliminar els MUMs
inclosos a un altre cromosoma i que per tant no eren MUMs, i posicionar els MUMs
definitius al genoma. Un problema afegit va ser que estem treballant amb dades reals
no preparades per a operar de forma automatica sobre elles. Per aquest motiu trobar
I'ordre dels cromosomes dins del genoma, i fer-lo de forma automatica, ha sigut tot
un repte.

Realitzar la paral-lelitzacié al calcul de MUMs va ser un dels temes que més em

va agradar. Disposava d'un servidor molt potent amb 24 processadors i havia d'aplicar
alhora diversos conceptes vists durant la carrera per aprofitar-lo al maxim i generar
els calculs correctes. Havia de repartir entre els processadors tots els calculs de MUMs
que la memoria ens permetés . Aix0 és per que treballant amb eucariotes la nostre
limitacié és la memoria, pel que vaig haver de explotar tant funcions de C++, com
conceptes d'administracié GNU/Linux, per desenvolupar un sistema optim, funcional i
sense errades. A trets generals, vam aconseguir una millora aproximada en el temps
d'execuciéo de un 600%. Sempre depenent del mida i quantitat dels cromosomes de
les especies que comparem, que poden fer variar la millora entre un 400% fins a un
1000%. Per posar un exemple, la comparacié del toro o bos taurus amb el peix danio
rerio trigava aproximadament 20 hores i actualment amb la paral-lelitzacio em
aconseguit un calcul en 3 hores i quart, és a dir, sis vegades més rapid.
Aquesta paral-lelitzaci6 ha implicat la correcta modificaci6 de noms de fitxers per
evitar solapacions, I'Us de semafors per la sincronitzacié si diversos processos havien
de utilitzar un mateix recurs, I'Us de forks, waits, senyals, consultes al sistema
mitjancant la lectura de fitxers en memoria del /proc, etc.
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L'adaptacié a eucariotes del procés de generacié de SMUMs va ser molt llarg i
tedids. El treballar amb dades reals tant grans feia molt dificil trobar els errors dels
fitxers generats: SMUMs que es repetien, fitxers que no carregaven al aplicatiu web
Mummy, execucions que no terminaven mai, etc. Tot plegat, em va portar moltes
hores de proves saber quin era el procediment a seguir perque tot funcionés
adequadament.

En la fase de calcul de mamifers, va resultar bastant facil I'automatitzacié del
programa encarregat de generar el mapatge de gens. Una petita millora al codi per no
tractar les versions alternatives de genomes que no ens interessaven, va ser suficient.
En la fase de calcul de totes les especies animals es va complicar I'automatitzacié. Al
sortir de mamifers, van apareixer nous tipus de cromosomes que calien ésser
processats. Van apareixer noves formes de indicar la posicidé dels gens. I el que més
mals de caps em va donar, al repositori NCBI, a alguns genomes no els fan seguir una
nomenclatura o numeracié estandard, pel que vaig haver de modificar el parser del
programa per acceptar qualsevol tipus de nom que pogués venir.

Per el programa de descarrega automatica de genomes vaig desenvolupar un
programa en java. Ho vaig trobar el més adequat per la facilitat al crear connexions
FTP i gestionar-les. Vaig aconseguir obtenir les dates de modificacié dels fitxers dels
genomes per actualitzar-los quan fos necessari. Vaig utilitzar les eines de consultes a
les bases de dades del NCBI, les e-utils, per aconseguir informacié sobre els nous
genomes trobats al servidor del NCBI. Aquestes retornen la informacié en un XML, on
el java déna moltes facilitats per parsejar aquests tipus de fitxers. Treien alguns
problemes per obtindre la informacié que necessitava de les Bases de dades del NCBI
en cada moment, va ser interessant la possibilitat de treballar amb diverses
tecnologies alhora i utilitzar-les per finalment aconseguir I'objectiu plantejat.

Un altre fase on vaig gaudir molt, va ser en la programaciéo del “robot”
automatic. Va ser una fase de unid de tots els programes que havia estat
desenvolupant durant tot el treball i era aparentment una cosa senzilla. Em va servir
per veure tots el problemes de compatibilitat que poden sorgir en una unié tan gran
de programes. Després de fer una serie de adaptacions, el fet veure com tots els
“engranatges” giraven a les ordres del robot va ser molt gratificant. La feina estava
feta.

Finalment, després de tot el que he aprés, tot el que he gaudit i perqué no, tot
el que he patit, voldria expressar el meu desig que el treball desenvolupat sigui d'un
pes important als avencos de la biotecnologia i permeti fer nous descobriments
gracies a la comparacié de similituds i diferéncies entre els genomes de les diferents
especies que a donat I'evolucié.
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5.1 Treball futur

A partir del fitxer de similituds de genomes que genera el calcul de SMUMs,
podem visualitzar amb un programa en java disponible al servidor, l'arbre de
genomes. Aquest arbre mostra tots els genomes comparats i distanciats segons la
relacié de similitud que tenen.

Aquest programa ha d'agafar automaticament el fitxer de similituds per generar
I'arbre, i quan l'usuari faci un click als genomes, el programa ha de fer una crida a
I'aplicaci6 web Mummy per visualitzar la comparacié dels genomes en detall.

Existeix una forma d'optimitzar més |'Us de memoria, permetent aixi la
possibilitat de comparar més cromosomes alhora i guanyant en temps d'execucid. La
dificultat d'aplicar la idea, i el temps limitat del que disposavem, no ens va permetre
realitzar-la. Al moment de fer la comparacié de dos genomes (suposem que de 3 Gb),
cada cromosoma es compara contra el segon genoma complet. Si caben a memoria 4
comparacions de cromosomes, estem carregant 4 vegades el segon genoma a
memoria, ocupant 12 Gb en comptes de 3Gb que necessitem. A més ens estalviariem
el temps de treball del parser del segon genoma. Aquesta idea s'ha d'aplicar al
MUMOL i adaptar-lo per carregar el segon genoma al inici de la comparacio, i no
alliberar-ho fins al final de la mateixa.
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7. Resum

7.1 Catala

La cerca de similituds als codis genetics de dos espéecies, ens permet obtenir
molta informacidé de la evolucié dels seus genomes. Aquesta informacid afavoreix el
descobriment gens que es conserven amb la mateixa funcionalitat a diferents
especies. També té importants aplicacions meédiques i ens permet entendre els
processos evolutius que han portat a la diversitat d'espécies de I'actualitat.

El present treball té I'objectiu d'automatitzar una serie de processos d'un
servidor d'aplicacions web: http://platypus.uab.cat, que realitzin de forma oOptima i
eficient, la comparacié dels genomes eucariotes, tots amb tots, conforme aquests
genomes siguin seqlenciats. Aixi aquestes comparacions entre genomes de
organismes superiors podran ser consultades via web.

7.2 Espaiol

La busqueda de similitudes en los codigos genéticos de dos especies, nos
permite obtener mucha informacion de la evolucidn de sus genomas. Esta
informacion favorece el descubrimiento de genes que se conservan con las mismas
funcionalidades en diferentes especies. También tiene importantes aplicaciones
médicas y nos permite entender los procesos evolutivos que han llevado a la
diversidad de especies en la actualidad.

El presente trabajo tiene como objetivo automatizar una serie de procesos de
un servidor de aplicaciones web: http://platypus.uab.cat/ , para que realicen de
forma Optima y eficiente, la comparacion de los genomas eucariotas, todos con
todos, conforme esos genomas vayan siendo secuenciados. Asi esas comparaciones
entre genomas de organismos superiores podran ser consultadas via web.

7.3 English

The search for similarities in the genetic codes of two species lets us obtain a
lot of evolution information of their genomes. This information favors the discovery of
genes that are kept with the same functionalities in different species. It also has
important medical applications and lets us understand the evolutionary processes
that have led to the diversity of species we have nowadays.

This project has as its main objective to automate a series of processes of an
applications web server: http://platypus.uab.cat/ to make, in an ideal and efficient
way, a comparison between all of the eukaryotic genomes, as they get arranged and
organized. So, those comparisons between genomes of superior organisms can be
looked up through the web.
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