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La manera de hacer investigación biológica está cambiando constantemente. La 
gran producción de datos con procesos automatizados,  el poder de cómputo y  
el desarrollo software específico para los problemas biológicos, han contribuido 
para lograr grandes avances en la ciencia.  

Sin embargo, es necesario conocer los formatos estándares con los que se 
representa la información acerca de secuenciación masiva, genomas de 
referencia y genes para llevar a cabo anotación: 

*Durante ésta sesión revisaremos los formatos estándares para el manejo de 
secuencias, reconocidos  por la mayoría de las herramientas bioinformáticas. 

*Revisaremos modelos de error y calidad y realizaremos un análisis de calidad  
de una corrida. 

*Utilizaremos herramientas bioinformáticas para manipular  archivos de 
secuenciación masiva cambiando de un formato a otro y haciendo un 
aprimera limpieza. 

Objetivos a lograr 



1. Formatos de archivo, identificadores y calidad. 
        1.1 El formato raw 
        1.2. El formato fasta (Referencia de Genomas) 
        1.3. El formato fastq (lecturas crudas) 
        1.4. Calidad PRHED 
        1.5. El formato sff (454)  
        1.6. El formato sam/bam (alineamiento)  
        1.7. El formato gff , bed, embl (Anotación) 
2. Modelos de error 
3. Herramientas de transformacion y preprocesado:    

   3.1   samtools, bamtools : viendo un archivo, ordenando,  marcando 
duplicados ópticos 

4. Control de calidad :    FastQC  
 

TEMARIO 



Flujo de tipos de Archivos 



*El formato mas simple para representar una cadena de 
ADN o de aminoácidos, es el formato raw, el cual solo 
espera la secuencia en si. Sin comentarios, ni nombres. 
Ejemplo: 

ATGCTGACTGCCCGACTCTTGCTGCCCCGGCTCCTCTGCCTCCAG
GGCAGGACTACCTCTTACTCTACAGCAGCTGCTCTCCCGAACCCA
ATCCCAAACCCAGAGATTTGCTACAACAAGCTGTTCATCAACAAC
GAGTGGCATGATGCGGTCAGCAAAAAGACCTTCCCCACAGTGAA
CCCCACTACAGGTGAGGTCATTGGGCATGTGGCCGAAGGTGACC
GGGCAGATGTGGATCTGGCTGTAAAAGCAGCCCGAGAAGCCTTC
CGCCTGGGGTCCCCATGGCGCAGGATGGATGCCTCAGAGCGGGG
CCGGCTGCTGAACCGCCTAGCTGATCTT 

1.1. Formato raw 



*Este formato fue definido originalmente por el programa FastA, pero 
actualmente es usado por una gran variedad de programas (BLAST, 
gibbs sambler, alineadores, etc). 

*Características: 

*Cada secuencia inicia con el símbolo > seguido del identificador de la 
secuencia y todos los comentarios que se quiera sobre esa misma línea. 

* La siguiente línea describe propiamente la secuencia, a la que se le 
pueden insertar tabuladores, cambios de línea y espacios, mismos que 
serán ignorados en cualquier análisis. 

* La secuencia es leída hasta que es encontrado el fin de archivo ó  una 
nueva secuencia inicia con >. 

*Dentro de un solo archivo puede haber una o varias secuencias. 

1.2.Formato fasta 



*Ejemplo de dos secuencias de 60 pb c/u. en formato fasta : 

>GAT1_up 
GCGGTGCCCGGCCCAGCCACATATATATAGGTGTGTGCCA 
CTCCCGGCCCCGGTATTAGC  

>PUT4_up 
CCCTTCCAGTTTCTTTTATTCTTTGCTGTTTCGAAGAATC 
ACACCATCAATGAATAAATC 

1.2. Formato fasta (cont.) 



>gi|25777730|ref|NP_000683.3| aldehyde dehydrogenase [Homo sapiens] 

MLRFLAPRLLSLQGRTARYSSAAALPSPILNPDIPYNQLFINNEWQDAVSKKTFP
TVNPTTGEVIGHVAEGDRADVDRAVKAAREAFRLGSPWRRMDASERGRLLNRL
ADLVERDRVYLASLETLDNGKPFQESYALDLDEVIKVYRYFAGWADKWHGKTIP
MDGQHFCFTRHEPVGVCGQIIPWNFPLVMQGWKLAPALATGNTVVMKVAEQT
PLSALYLASLIKEAGFPPGVVNIITGYGPTAGAAIAQHVDVDKVAFTGSTEVGHLIQ
KAAGDSNLKRVTLELGGKSPSIVLADADMEHAVEQCHEALFFNMGQCCCAGSR
TFVEESIYNEFLERTVEKAKQRKVGNPFELDTQQGPQVDKEQFERVLGYIQLGQK
EGAKLLCGGERFGERGFFIKPTVFGGVQDDMRIAKEEIFGPVQPLFKFKKIEEVVE
RANNTRYGLAAAVFTRDLDKAMYFTQALQAGTVWVNTYNIVTCHTPFGGFKES
GNGRELGEDGLKAYTEVKTVTIKVPQKNS 

1.2. Formato fasta (otro ejemplo) 



1.3. Formato Fastq 

FASTQ es un formato  
basado en texto para 
almacenar tanto una 
secuencia biológica 
(de nucleótidos por 
lo general) y sus 
puntuaciones de 
calidad 
correspondientes en 
formato PHRED. 



1.3. Formato fastq (cont.) 

El encabezado 
de una 
secuencia, 

Generalmente 
describe datos 
del 
secuenciador 
por el cual fue 
generada.  

Ejemplo de Illumina GAIIx 



1.4. Calidad PRHED 

*Las puntuaciones PHRED, están asociadas a la confiabilidad de 
cada caracter de la secuencia, a partir de un valor Q. 

Phred 10 

99.9999% 
Q40 

99.9% 
Q10 

99% 
Q2 



1.4. Calidad PRHED (cont.) 

El valor de calidad Q es un 
número entero de mapeo 
de P  (la probabilidad de 
que la base en la secuencia 
sea incorrecto). La 
ecuación es el estándar de 
Sanger para evaluar la 
fiabilidad de una base, 
también conocida como 
puntuación de calidad 
Phred. 



1.4. calidad PHRED (cont.) 



SFF (Standard Flowgram Format). Es la salida nativa de la 
plataforma 454 de Roche.  

Características: 

* Información del electroferograma, 

* Las secuencias, 

* Las calidades de las secuencias, 

* Y una recomendación de la calidad y adaptador ha ser recortado 

 

1.5. Formato SFF 

Fuente: http://bioinf.comav.upv.es/courses/sequence_analysis/sequence_file_formats.html 



Podemos generar a partir de un SFF un fastq, usando el comando: 

sff2fastq   file.sff > file.fasta 

zcat file.sff.gz | sff2fastq   >  file.fastq 

O biophyton: 

1.5. De SFF a fastq 

#!/ usr / bin / python  
### Generates  a fastq  file from  a 454 SFF file  
 
import  sys  
from  Bio  import  SeqIO 
SFFfile  = sys.argv [1 ]  
SeqIO.convert ( SFFfile , " sff - trim ", SFFfile [: - 4]+". fastq ", " fastq ")  

fuente: http:// code.google.com/p/bioman/source/browse/SFF2fastq.py?r=2d08cc338ac4fe1f01646f89a482f7408342a5a3  



1.6. Formato SAM/BAM 



1.6. Formato SAM/BAM (cont.) 



1.6. Formato SAM/BAM (cont.) 



Campos de un sam 



Explicando el flag 



Explicando el flag 
de un sam 



Interpretación de alineamiento 



Un archivo GFF, es útil para contextualizar las 
secuencias nucleotídicas,  con información genómica, 
como puede ser la ubicación de un gen en dicha 
secuencia nucleotídica. 

1.7. Formato  GFF 



GFF (general Feature format)  fue propuesto como un protocolo para transferir información 
de los genes de un organismo. 

características : 
Archivo de texto. Los campos están en una sola línea y están separados por tabuladores 
<seqname>: nombre de la secuencia 
<source> : la fuente de la secuencia 
<feature> : tipo de secuencia (gen,  CDS, etc) 
<start>: posición de inicio de la secuencia 
 <end>: posición final de la secuencian 
 <score> : calificación de la secuencia 
<strand> : dirección de la secuencia  
<frame> : marco de referencia de la secuencia 
[attributes] : otros atributos definidos por el usuario 
[comments] : cualquier comentario acerca de la secuencia 

1.7. Formato  GFF (cont.) 



SEQ1 EMBL atg  103 105 . + 0  

SEQ1 EMBL exon 103 172 . + 0  

SEQ1 EMBL splice5 172 173 . + .  

SEQ1 netgene  splice5 172 173 0.94 + .  

SEQ1 genie  sp5- 20 163 182 2.3 + .  

SEQ1 genie  sp5- 10 168 177 2.1 + .  

SEQ2 grail  ATG 17 19 2.1 Ƶ 0 

Ejemplo GFF 



*El formato BED  proporciona una manera flexible de desplagar la 
información referente a al anotación de una region genomica.  Un 
línea de  BED  tiene 3 campos obligatorios y 9 opcionales: 
*Son los 3 campos obligatorios son: 
*chrom ɀ El nombre del cromosoma (e.g. chr3, chrY, 

chr2_random) o  scaffold (e.g. scaffold10671).  
*chromStart ɀ Posición de inicio de la region. La primera base es 0. 
*chromEnd ɀ La posición de fin de la característica o region, y no 

esta incluida en la característica. Por ejeplo: Las primeras 100 
bases de un cromosoma estan definidas como chromStart=0, 
chromEnd=100,  y se espanden en las bases numeradas del 0-99.  
 

Formato BED 

Fuente: https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat.html 



*Los 9 campos opcionales de  BED son: 

*name ɀ Define el nombre de la linea BED. Esta etiqueta es 
desplegada a la izquierda, en algunos visualizadores. 

*score ɀ Una calificación entre 0 y 1000, que puede definir 
el nivel de gris con que será desplegado. (Numeros altos  
= gris mas oscuro).  

*strand ɀ Define la dirección '+' o '-'. 

*thickStart ɀ La posición de inicio donde una característica 
se empieza a dibujar mas densamente ( por ejemplo el 
codon de inicio) 

 

 

 

 

Formato BED (cont.) 



*thickEnd ɀLa posición de fin  donde una característica se 
dibuja mas densamente.  

*itemRgb ɀ Un valor  RGB de la forma R,G,B (e.g. 255,0,0).  
Para determinar el color de despliegue.  

*blockCount ɀ Número de bloques (exones) en una linea 
BED.  

*blockSizes ɀ Una lista separada con comas, con los 
tamaños de los bloques.  

*blockStarts ɀ Una lista separada con comas con los inicios 
de los bloques. 

Formato BED (cont.) 



*El formato  EMBL es un archivo de texto  plano para 
almacenar secuencias y sus asociaciones con meta-
información, características y coordenadas, lo que 
resulta en un archivo rico en információn, leible por 
un humano y una computadora. 

Formato EMBL 

http://www.bioperl.org/wiki/EMBL


*Cada línea inicia con: 
* ID ɀ Identificador (Al inicio de cada entrada; 1 por entrada)  
*AC - accession number (>=1 por entrada)  
*PR ɀ Identificador del proyecto (0 o 1 por entrada)  
*DT - date (2 por entrada)  
*DE - descripcion (>=1 por entrada)  
*KW - keyword (>=1 por entrada)  
*OS - organism species (>=1 por entrada)  
*OC - organism classification (>=1 por entrada)  
*OG - organello (0 or 1 por entrada)  
*RN - reference number (>=1 por entrada) 
*RC - reference comment (>=0 por entrada) 
*RP - reference positions (>=1 por entrada)  
*RX - reference cross-reference (>=0 por entrada)  
*RG - reference group (>=0 por entrada)  

Formato EMBL (cont.) 



*RA - reference author(s) (>=0 por entrada)  
*RT - reference title (>=1 por entrada) 
*  RL - reference location (>=1 por entrada)  
*DR - database cross-reference (>=0 por entrada)  
*CC - comments or notes (>=0 por entrada)  
*AH - assembly header (0 or 1 por entrada)  
*AS - assembly information (0 or >=1 por entrada)  
*FH - feature table header (2 por entrada)  
*FT - feature table data (>=2 por entrada)  
*XX - spacer line (many por entrada)  
*SQ - sequence header (1 por entrada)  
*CO - contig/construct line (0 or >=1 por entrada)  
*bb - (blanks) sequence data (>=1 por entrada) 
*  // - termination line (ends each entry; 1 por entrada) 

 

Formato EMBL (cont.) 



ID SC10H5 standard; DNA; PRO; 4870 BP.  

XX   

AC AL031232;  

XX  

DE Streptomyces  coelicolor  cosmid  10H5.  

XX  

KW integral membrane protein .  

XX  

OS Streptomyces  coelicolor   

OC Eubacteria ; Firmicutes ; Actinomycetes ; Streptomycetes ;  

OC Streptomycetaceae ; Streptomyces .  

Ejemplo EMBL: 

Fuente: ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/embl/doc/usrman.txt 

Identificador 

Línea en blanco 

Accesion Number 

Especie del organismo 

Clasificación del organismo 

Palabras claves 

Descripción 



FH Key Location / Qualifiers   

FH  

FT  source  1..4870  

FT    / organism =" Streptomyces  coelicolor Ƨ 

FT   / strain ="A3(2)"  

FT   /clone =" cosmid  10H5"  

FT CDS  complement(<1..327)  

FT   /note="SC10H5.01c, unknown, partial  CDS,  

FT   len  >109 aa;  

FT    possible  integral membrane protein Ƨ 

FT   /gene="SC10H5.01c"  

FT    / product =" hypothetical  protein  SC10H5.01c" 

Ejemplo EMBL (contȣɊ 

Feature Header 

Feature Table 

Fuente: ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/embl/doc/usrman.txt 



*Para cambiar del formato EMBL, GenBank, fasta y raw  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/sfc/readseq/ 



*Variación en la preparación biológica 

*Contaminación 

*PCR 
*Recombinación 

*Amplificación selectiva 

*Secuenciación 
*Error por sustitución de bases 

*Indeles 

*Etc.  

*Calidad/confiabilidad de los generado 

Fuentes de error en las secuencias 



Modelos de error 

Fuente: http ://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/  o Gleen 2011 

http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-3c/


El error se incrementa con la longitud 
de la secuencia 




