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1. DATOS BÁSICOS DEL TFG:

Título: El uso de técnicas paired-end en la cuantificación de miRNAs

Descripción general (resumen y metodología):

En la cuantificación de microRNAs (miRNAs) mediante secuenciación masiva de nueva generación
(NGS) se emplea generalmente el método de lectura única (single-end, SE), es decir, se secuencia
solamente la hebra original del ARN monocatenario [1]. Por el otro lado, existen las técnicas de
lectura emparejada (paired-end, PE), que secuencian el inserto desde ambos extremos generando
dos lecturas (Read 1 o R1, y Read 2 o R2) [2]. Esto tiene importantes ventajas para resolver la
estructura de intrones/exones en genes (RNA-seq) o detectar reordenamientos cromosómicos (WGS
).
Dado que los miRNAs son moléculas extremadamente cortas, en un principio la información en
ambas lecturas es la misma (secuencias complementarias e inversas), por lo que no se suele
emplear PE en la secuenciación del ARN pequeño (small RNA-seq). No obstante, cabe la posibilidad
de usar esta información como filtro de concordancia al exigir la condición analítica de que R1 ==
R2. De esta forma se pueden, por ejemplo, identificar y eliminar gran parte de los errores de
secuenciación introducidos por la propia plataforma de lectura. Aunque el impacto de este filtrado
sobre la tasa de errores técnicos es evidente, apenas se ha explorado a fondo cómo afecta a
aspectos críticos del análisis de miRNAs, tales como la detección de variantes de secuencia o
isomiRs, la identificación de posibles eventos de edición del ARN, o la estimación precisa de la
abundancia transcripcional [3].
Actualmente, existen numerosos conjuntos de datos públicos de miRNAs que contienen secuencias
R1 y R2, debido en gran medida a que muchos proveedores de servicios de secuenciación ya no
ofertan la opción single-end por cuestiones de optimización de costes y rendimiento. A pesar de la
disponibilidad de estos datos, el análisis se suele basar únicamente en las lecturas R1, ya que el
ecosistema de software bioinformático popular para small RNA —como sRNAbench [4],
miRDeep2 [5] o Chimira [6]— está diseñado computacionalmente para trabajar de forma
exclusiva con lecturas únicas.
En este Trabajo Fin de Grado se propone investigar exhaustivamente el impacto metodológico y
biológico que supone emplear de forma conjunta la información de R1 y R2 en el análisis de small
RNA-seq. El estudio se centrará en evaluar tres aspectos clave:

1.    La estimación de la abundancia cuantitativa de los miRNAs.
2.    La eficiencia en la corrección de errores mediante el uso de Identificadores Moleculares

Únicos (UMIs).
3.    La resolución y fidelidad en la detección de isomiRs.

Para ello, se utilizarán conjuntos de datos transcriptómicos públicos y la nueva versión del
programa sRNAbench que permite el uso adaptado de lecturas R2. Se evaluará cómo la inclusión
activa de la lectura R2 altera o mejora la inferencia biológica final, específicamente en los
resultados de los análisis de expresión diferencial y en la caracterización de los patrones de
isomiRs.

Tipología: Estudio de casos, teóricos o prácticos, relacionados con la temática del Grado.

Objetivos planteados:



·       Recopilar estudios en los repositorios públicos (como GEO o SRA) que cumplan con los
siguientes requisitos: i) que se hayan secuenciado con la tecnología paired-end, y ii) que
existan al menos dos grupos biológicos diferentes (como tratado/placebo o sano/enfermo)
para poder calcular la expresión diferencial.

·       Procesar los conjuntos de datos públicos de small RNA-seq de manera comparativa,
ejecutando el análisis con y sin la opción R2 disponible en la nueva versión del programa
sRNAbench.

·       Comparar cuantitativamente la abundancia estimada de miRNAs y la diversidad de
isomiRs detectados utilizando únicamente R1 frente al uso combinado y filtrado de R1/R2.

·       Determinar el efecto del análisis paired-end sobre la tasa de falsos positivos en la
identificación fina de eventos de edición de ARN.

·       Estimar la tasa de errores intrínsecos de secuenciación frente a los errores introducidos
por la PCR y la variación biológica real presente en las muestras.
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