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Resumen. Al analizar un transcriptoma en primera instancia se debe realizar un
pre-procesamiento computacional de las lecturas de transcriptos generados por
secuenciadores masivos y posterior obtencion de la expresion diferencial de los
genes asociados a muestras control y tratadas. Los genes cuantificados deben ser
caracterizados con el fin de obtener toda la informacion posible de la secuencia
del genoma, para luego ser anotados funcionalmente. En ese sentido, el desarrollo
de un buscador de metadata asociada a cada lectura de manera personalizada para
cada experimento y/o especie conlleva grandes ventajas. A la hora de procesar
los datos, a partir del nombre del gen o secuencia puede obtenerse, por ejemplo,
la descripcion de la proteina, los términos GO, vias de Uniprot, asi como resu-
menes sobre las categorias funcionales. En el presente trabajo, se utilizd como
punto de partida una tabla de expresion diferencial obtenida a partir del procesa-
miento bioinformatico de la coleccion biologica PRINA417324 y mediante la
técnica de raspado web, empleando el programa Beautiful Soup, se obtuvo me-
tadata asociada para cada transcripto a partir de la base de datos UNIPROT.

Palabras claves: raspado web, transcriptémica, metadata.
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1 introduccion

Al realizar un andlisis de transcriptomica se suele emplear dos tecnologias: micro-
arreglos de ARN o secuenciacion de ARN (RNA-seq, por sus siglas en inglés). La tec-
nologia de microarreglos permite la deteccion simultanea de multiples fragmentos de
material genético hibridados sobre una micromatriz o chip. La cuantificacion se realiza
considerando la emision de fluorescencia y es visualizada mediante un microscopio [1].
Por otro lado, en el RNA-seq, se utiliza la secuenciacion masiva (NGS, por su acronimo
en inglés, Next Generation Sequencing) para revelar la presencia y cantidad de trans-
criptos, en una muestra bioldgica en un momento dado [2]. Cuando se realiza un RNA-
seq, se producen millones de secuencias a partir de muestras complejas de ARN. Los
datos crudos obtenidos mediante ambas tecnologias deben pasar por una serie de pasos
in-silico que implican el procesamiento y normalizacion de los datos, la cuantificacion
de los niveles de expresion de cada gen y establecimiento de las diferencias en la ex-
presion entre las diferentes condiciones experimentales [3]. En el Gltimo paso mencio-
nado, se obtiene una matriz constituida por genes agrupados segun su nivel de expre-
sion, la cual podemos etiquetar como primer procesamiento de datos.

Luego de este primer procesamiento, los datos deben ser anotados funcionalmente
para que adquieran una significancia bioldgica y para ello existen bases de datos biolo-
gicas que almacenan esta metadata necesaria. Estas bases de datos se encuentran enla-
zadas entre si y esto se debe a la tendencia global de unificacion de criterios por lo que
los datos se organizan en conjunto de registros estructurados que permiten recuperar
facilmente la informacion. Cada registro esta compuesto por un niimero de campos de-
terminados que contienen datos especificos, como puede ser el nombre de un gen, nom-
bre de la proteina, funcion de la proteina, proceso GO. Existen multiples bases de datos
bioldgicas de secuencias de nucleétidos y de proteinas: primarias o secundarias, curadas
o0 no curadas, especificas para un organismo o generales, que se encuentran interconec-
tadas mediante referencias cruzadas que brindan abundante informacion al usuario. Al-
gunas de las mas reconocidas son: UniprotKB!, la misma contiene basta informacion
de proteinas, cuyos datos son precisos, de alta calidad; Genbank?, que es una coleccion
publica de secuencias de nucleotidos anotadas, cuyos datos son redundante, pueden ha-
ber varias secuencias para un gen determinado y estas pueden ser de buena o mala mala
calidad; y Refseq® que contiene informacion curada y anotada de secuencias de nucled-
tidos y sus productos proteicos. En este contexto, el desarrollo de una herramienta que
recopile informacion de una base de datos de manera automatizada y se adecue a cada
experimento y/o especie seria una gran ventaja ya que reduciria los tiempos de bus-
queda. A la hora de procesar los datos, a partir del nombre del gen o secuencia podria
obtenerse, por ejemplo, la descripcion de proteina, el cédigo enzimatico (EC), la onto-
logia génica (GO), asi como resiimenes sobre las categorias funcionales.

En este sentido, el web scraping o raspado web es una técnica que puede ser utilizada
para extraer informacion de paginas web de forma automatizada. Para llevarlo a cabo,
existen varios paquetes implementados en Python ampliamente utilizados como

! https://www.uniprot.org/uniprot/
2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
3 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
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Scrapy, Beautiful Soup, Curl, entre otros, que permiten el desarrollo de soluciones de
scraping adaptadas la estructura de un sitio web en particular [4]. En el presente trabajo
se utilizo la herramienta Beautiful Soup [5] para realizar la busqueda personalizada de
metadata asociada a muestras de transcriptoma que ya contaban con un primer proce-
samiento.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un programa que utilice la metodologia de
escarbado web, de modo de aprovechar las ventajas que trae consigo esta tecnologia,
entre las que se encuentran la disminucion de la carga de trabajo, el aumento en la
velocidad de procesamiento, el manejo de grandes cantidades de datos y la obtencion
de metadata asociada a las busquedas en un formato que luego sea procesable. Es im-
portante aclarar que la herramienta desarrollada no es un anotador funcional como lo
son Blast2GO [6], AutoFact [7], Sma3s [8], cuyos algoritmos estan tipicamente basa-
dos en la busqueda de homologia de secuencia y analisis predictivo. A lo que apunta el
presente trabajo es a la biisqueda automatizada de multiples entradas en una base datos
y a la extraccion de la informacidn en un formato mas amigable para ser previsualizado
y posteriormente procesado.

2 Materiales y métodos:

El desarrollo de esta herramienta se compone de cuatro partes principales (Fig. 1).

A -Entrada B - Pre-procesamiento
0] (2) 3) )
Tabla de expresidn Extraccidn de Acceso a UniProtkB Traduccidn de
diferencial EntrezgenelD con urllib EntrezgenelD a UniprotiD

C -Procesamiento

(5)
Escarbado web con
BeautifulSoup

1
| |
(a) (b) (c) (d) (e) U] (g) (h)
UnipratiD Nombre PDB EC KEGG PFAM Prosite GO
completo
D - Salida
[ ! I
(6a) (6b)
Tabla .csvcon metadata asociada a Archive Json con salida completa de
cada EntrezgenelD blsqueda en Uniprot

Fig. 1. Resumen grafico de la aproximacion realizada.
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2.1 Entrada

Como entrada para el codigo se empled una tabla con datos de expresion diferencial
obtenida mediante el preanalisis de una base de datos bioldgica, la misma fue importada
con el paquete Pandas, el cual ofrece estructuras de datos y operaciones para manipular
tablas numéricas y series temporales, opciones utiles para tal fin (Fig. 1.A).

La tabla de input final contenia las siguientes columnas: GenelD, LogFC, P-value y
Entrez gene ID como se sefiala en la tabla 1.

Tabla 1. Expresion diferencial de genes.

GenelD Log2FC Padj Entrez gene ID

Los parametros establecidos en el input son: GenelD, el cual es un identificador es-
table de genes y otros locus, para cada especie en particular; Log2FC o tasa de cambio,
que es una medida que describe cuanto cambia una cantidad entre una medicion original
y una posterior, en este caso la expresion diferencial de un gen entre una condicion
control y un tratamiento; Padj o probabilidad de un valor estadistico ajustado, que in-
dica cuales comparaciones entre los niveles de los factores dentro de una familia de
comparaciones (pruebas de hipdtesis) son significativamente diferentes; y el Entrez
gene 1D, que corresponde a un niimero de acceso a Entrez Gene* que es una base de
datos de informacion especifica de genes que se enfoca en genomas completamente
secuenciados y/o bajo intenso analisis.

2.2 Pre-procesamiento

A partir del Entrez gene 1D se parseo la base de datos UniProtKB (Fig. 1.B), que
esta centrada en las secuencias de las proteinas e incluye informacion relacionada con
el papel de la proteina como su funcion, estructura, localizaciéon subcelular, interaccio-
nes con otras proteinas y dominios que la componen, asi como un amplio rango de
caracteristicas relativas a la secuencia como sitios activos y modificaciones postraduc-
cionales (Fig. 2).

4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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UniProtKB - Q96247 (AUX1_ARATH)
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EEEE
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m GO - Molecular function
Fig. 2. Captura de la interfaz web de la base de datos UniProtKB.

A través de Urlib se accedio a UniProtKB(Fig. 1.3). Urlib es una libreria estandar de
Python que contiene funciones para solicitar datos a través de la web y en este caso
mediante urllib.request se pudo acceder y abrir el URL correspondiente a UniprotKB>.
Se defini6 una funcién para la busqueda del numero de acceso de UniProtKB a partir
del Entrez gene ID.

2.3 Procesamiento

Mediante Beautiful Soup se realizé un raspado web de la pagina web sefialada (Fig.
1.C). Beautiful Soup es una herramienta muy 1til para analizar documentos HTML.
Esta biblioteca crea un arbol con todos los elementos del documento y puede ser utili-
zado para extraer informacion, para nuestro caso particular, la metadata asociada a cada
gen utilizando como busqueda el Entrez gene ID, y obtener como salida los parametros:
nombre completo de la proteina, codigo de enzima (EC), nimero de acceso en PDB y
resolucion, funcion y proceso de ontologia génica (GO), codigo de familia proteica
(Pfam) y de PROSITE.

2.4 Salida

La salida del raspado web se plasmo en un marco de datos que finalmente contenia
los identificadores de genes (gene IDs, nimero de acceso de Uniprot), nombre completo
de la proteina, codigo EC, codigo PDB, proceso y funcion GO, codigo Pfam, y codigo
de PROSITE como se muestra en la Tabla 2.

3 https://www.uniprot.org/uploadlists/
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Tabla 2. Expresion diferencial de genes.

Gene Log Pval En- Uni  Full EK GO GO P Pro P

ID FC trez_ prot Name C E Proc Fu fam site D
Gene G nct B
1D G

El marco de datos de salida se descargd con la extension .csv para posterior analisis.
La salida de la busqueda se guardé en un archivo .json para su posterior consulta en
caso de necesidad de incorporar nueva informacion (Fig. 1.E).

3 Resultados

Para testear la herramienta se utilizé como archivo de entrada una tabla de resultados
del andlisis de expresion diferencial correspondiente a la coleccion biologica
PRINA417324. La misma corresponde a un ensayo de secuenciacion masiva de ARN
hecha con la plataforma Illumina HiSeq4000 (PE100) para 32 muestras de hojas de
naranja luego de ser infectadas mediante injerto con yemas infectadas con la bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus [9]. Para el presente estudio se tomo6 como punto de
partida la tabla de expresion generada a partir del procesamiento de las lecturas crudas
de las muestras correspondientes a 26 semanas segun se seflaldé en Materiales y Méto-
dos.

La tabla de entrada fue la siguiente:

GenelD logFC PValue entrezgene
CICLE v10000026mg -0.9619840295  0.04083529074 18042740
CICLE v10000062mg  0.93823004430  0.01468090098 18040165
CICLE v10000069mg  -1.5377512513  8.552040372¢-6 18042686
CICLE v10000103mg -0.78768715306 0.01399899051 18042773

CICLE v10000120mg  1.51135267023  0.001992717208 18040840
CICLE_v10000198mg  1.6500864546 5.422522766e-5 NA
CICLE v10000217mg  0.84226112225  0.02272469192 18043078

Por medio del escarbado web de UNIPROT se obtuvo la siguiente tabla resultante:
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Tabla 4. Tabla de salida con expresion diferencial de genes a las 26 semanas del proyecto PRINA417324. Se incluyen alguna de las anotaciones obtenidas
por escarbado web de UNIPROT, entre ellas GO_process, KEGG, EC y GO_function.

logF

PVa

Entrez

Uni-

GenelD Full Name KEGG GO_process GO_function EC
C lue  gene ID prot

CI- V4S DUF5311 domain-containing pro- cic:CI-
CLE v100 -0,96 0,04 18042740 7Q7 tein CLE v1000 nucleus IEA
00026mg {EC0O:0000259Pfam:PF17238} 0026mg -.

CI- VAT integral compo-
CLE v100 0,94 0,01 18040165 6B4 nent of mem-
00062mg brane IEA

CI- V4V cic:CI-
CLE v100 -1,54 0,00 18042686 007 CLE v1000
00069mg 0069mg -.

Cl- V4T Cellulose synthase cic:CI- cell wall organi- C?cl:?ilvoii; %rj\thﬁ:tgljilzi lf?;g::;g) {E2Cg10(1)502
CLE v100 -0,79 0,01 18042773 {EC0:0000256RuleBase:RU3611 CLE v1000 . ’ :
00103mg DJ1 16} 0103mg -. zation IEA IEA 56|RuleBase

:RU361116}
ATP-dependent peptidase activity
. . oxidation-de- IEA, sequence-specific DNA 3:421.53

CI- VAT Lon protease homolog, mitochon- cic:CI- pendent protein  bin dir;g IEA, ATP binding IEA {EC0:00002
CLE v100 1,51 0,00 18040840 BO1 drial {ECO:0000256/HAMAP- CLE v1000 taboli ) et ’d tid i t’ 56 HAMAP-
00120mg Rule:MF 03120} 0120mg -, ~ CAtaPouCpro- - serine-type endopepldase activity  pule:MF 03

cess [EA IEA
120}

CI- Vay Protein kinase domain-containing cic:CI- integral compo- oxidoreductase activity [EA,
CLE v100 0,84 0,02 18043078 203 protein {ECO:0000259|PRO- CLE _v1000 nent of mem- metal ion binding IEA
00217mg SITE:PS50011} 0217mg -. brane IEA
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4 Discusion y Conclusion.

Inicialmente se utilizaron diversos programas para la busqueda de informacion fun-
cional y estructural de los genes en bases de datos bioldgicas, entre ellos se puede nom-
brar a Biomart [10], Biopython [11] y Bioservices [12]. Los tres paquetes en su desa-
rrollo informatico utilizan el wrapping o encapsulamiento, que se basa en la extraccion
de contenido de una fuente de informacidn en particular, en este caso una base de datos
bioldgica, y posteriormente realizan una traduccioén en una forma relacional. Sin em-
bargo, cuando se desarrollo la herramienta de busqueda de metadata, se encontraron
ciertas complicaciones a la hora de extraer la informacion buscada y eso estuvo aso-
ciado a: 1) la limitante en las funciones que cada paquete contaba; 2) la necesidad de
utilizar varios paquetes para suplir un mismo requerimiento; 3) la elevada demanda de
procesamiento que involucra utilizar diversas funciones en simultaneo.

En consecuencia, se decidio utilizar la técnica de web scraping y trabajar con Uni-
ProtKB. La misma cuenta con abundante informacion y datos cruzados de otras bases
de datos, por lo que toda la informacién requerida se encuentra en la misma. Mediante
el uso de la herramienta Beautiful Soup se realizé una biisqueda integral, rapida y efi-
ciente de la metadata asociada a cada uno de los genes diferencialmente expresados en
el experimento de prueba.

Es importante sefialar ciertas limitantes dentro del desarrollo del trabajo, entre ellas
que las busquedas superiores a 25 entradas en ocasiones pueden generar un error por la
sobrecarga del servidor UniprotKB, por lo que se deberia considerar una condicion
time.sleep() o algo similar para evitar este evento. Actualmente se fragmentan las bus-
quedas en listas de 25 unidades y cada tabla resultante tarda menos de 1 minuto en
generarse en una computadora convencional.

Como trabajo futuro se pretende automatizar pasos previos referidos al primer pro-
cesamiento de datos, entre ellos la adjudicacion semiautomatizada del Entrezgene ID a
la tabla de expresion diferencial generada por los programas bioestadisticos para tal fin,
en este caso particular edgeR [13]. Mediante un escarbado web analogo al ejecutado
para UniprotKB se podria obtener esta informacion de la base de datos Entrezgene, sin
tener que hacer una busqueda manual de aquella que corresponda a la especie de estu-
dio. Ademas, seria muy interesante poder generar una API (Interfaz de Programacion
de Aplicaciones) para que sea mas facil el proceder para el usuario.

Disponibilidad de datos y materiales

La herramienta que se desarrollo y utilizo para la biisqueda de metadata asociada a
los transcriptos diferencialmente expresados a las 26 semanas para coleccion biologica
PRINA417324, junto a los paquetes y versiones pertinentes se encuentran disponibles
en el siguiente repositorio:

https://github.com/MACHARODRIGO/Buscador-de-metadata.git
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