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Universidad Popular Auténoma del Estado de Puebla

RESUMEN

ACELERANDO LA ALINEACION DE LECTURAS CORTAS
DE ADN MEDIANTE COMPUTO
RECONFIGURABLE.

Por: Daniel Pacheco Bautista

Director de tesis: Dr. Manuel Gonzalez Pérez

Departamento de Posgrado

La secuenciacion de ADN es el proceso de obtencion del orden de cada una de las bases
nittogenadas que conforman el ADN. Esta tiene una lista larga y versatil de aplicaciones,
siendo una tecnologia fundamental en la investigacion de algunos tipos de cincer, asi
como del VIH, ayuda también a incrementar el conocimiento béasico de organismos y
células, diagnostico de pacientes, investigacion a la resistencia de drogas, o

predisposicion a enfermedades.

En los ultimos afios ha ocurrido un avance impresionante en las maquinas de
secuenciacion paralela masiva, también lamadas de secuenciacién de siguiente
generacién (NGS), por ejemplo, maquinas recientes como Illumina Hiseq son capaces
de generar millones de lecturas en una sola cornida. No obstante, estas tecnologias estan
limitadas a secuenciar solo fragmentos pequeiios de matetial genético (entre 35 y 1100
pares bases), por lo que para secuenciar un genoma completo es necesatio dividir la
cadena, secuenciar y posteriormente ensamblar las lecturas cortas obtenidas. Debido a la
cantidad enorme de lecturas procesadas y al tamaifio del genoma de referencia, este
ultimo paso se realiza con algoritmos de complejidad temporal y espacial elevada, y son
¢jecutados en computadoras con maltiples nicleos o procesadores trabajando en
paralelo e incluso en clisteres de computadoras. Aun asi, el proceso sigue siendo lento

comparado con la velocidad de produccion de lecturas de la tecnologia NGS.




En esta tesis se investiga el estado del arte de las tecnologias de secuenciacion de ADN
y de los programas de alineacién de lecturas cortas y se propone una solucién alterna
para incrementar la velocidad del proceso de reconstruccion de genomas basada en
logica reconfigurable. En especifico se acelera la alineacion de lecturas cortas, una forma
particular de ensamble en la cual se utliza como referencia un genoma ensamblado
previamente. El algoritmo implementado en hardware es el de alineacién exacta de
Ferragina y Manzini, conocido en la literatura como los indices de FM, el cual es el
sopotte de muchos de los programas de alineacion mds utilizados y referenciados en la

actualidad tales como Bowtie y BWA.

El disefio :proI;uésto fue descrito completamente en Verilog, sintetizado e
implementado mediante Vivado 20142 y probado en la tarjeta de aceleracion
M505k325t de la empresa Pico Computing la cual contiene el FPGA Xilinx Kintex-7
k325t. La tarjeta fue ipstalada en una computadora con procesador Intel Core 15 de
cuarta generacion con 8 GB en memoria DDR. Los resultados confirman que un solo
nicleo de alineacion incluido en el FPGA puede acelerar el proceso en un factor
cercano a 7X comparado con la ejecucién del algoritmo en software y mejora
exponencialmente a medida que el niimero de nucledtidos en la cadena de referencia se
incrementa. Ademas al ser un disefio completamente modular puede expandirse para
incrementar el nivel de paralelismo. De lo anterior se esttma que una implementacion
utilizando la maxima capacidad del sistema (6 moédulos M505 instalados en el CPU

anfitrién), puede lograr la aceleracion del mismo en un factor aproximado de 50X.
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1 INTRODUCCION

1.1 El problema de la alincacion de ADN

A partir de la culminacion del proyecto del genoma humano en el 2003, la tecnologia de
secuenciacion, la cual permite la obtencion del orden de cada uno de los nucledtidos que
conforman el ADN, ha alcanzado un avance impresionante. Las maquinas de
secuenciacién denominadas de siguiente generacion o NGS (del inglés Next Generation
Technology), tales como los analizadores genéticos ILLumina’s Hiseq o Applied
Biosystem 5500, son capaces de producir millones de lecturas de ADN por dia y su
velocidad mejora en forma exponencial (Perkel, 2014). Lamentablemente, estas
maquinas estin limitadas a la secuenciacién de segmentos cortos de ADN, por lo que
para secuenciar genomas completos es necesario primero dividitlo en un gran nimero
de segmentos, secuenciar cada segmento y posteriormente construir la cadena que

represente al genoma completo, este ultimo paso se conoce como ensamble de ADN.

Una forma especial de lograr ¢l ensamble es tomando como referencia otro genoma
secuenctado previamente, en cuyo caso el proceso se conoce como alineacién o mapeo
(Figura 1.1). Lo complicado del problema es la cantidad enorme de datos que deben
tratatse, por ejemplo, en el caso particular del genoma humano se tiene
aproximadamente 200 millones de lecturas cortas de entre 35 y 1100 nucledtdos, cada
una debe alinearse a una secuencia de referencia de 3000 millones de pares bases (Pelak,
y otros, 2010). Ante esta situacion las herramientas software convencionales se ven
limitadas y son incapaces de competir con la elevada velocidad de las maquinas NGS.

Aun grandes clistetes de computadoras equipadas con clentos de procesadores pueden
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requerir dias para completar los calculos. Lo anterior ha motivado a numerosos grupos
de investigacion alrededor del mundo al desarrollo de formas alternas para acelerar el
proceso, por una parte se ha desarrollado software con algoritmos heuristicos que si
bien no son tan eficientes como aquellos basados en programacion dinamica
disminuyen el tiempo de procesamiento sustancialmente, BWA (Ii & Durbin, 2009),
Bowtie (Langmead, Trapnell, Pop, & Salzberg, 2009), GASSST (Rizk & Lavenier, 2010),
SeqMap (Jiang & Wong, 2008), SOAP2 (L4, y otros, 2009) y MAQ (Li, Ruan, & Durbin,
2008) son algunos ejemplos de programas en esta categoria. Por otra parte, se ha
recutrido al uso de plataformas de computo paralelo, principalmente GPUs (Grapich
Processor Units) y FPGAs (Field Programmable Gate Array), los cuales han resultado
eficientes en la implementacion de algoritmos tradicionales utilizados en la alineacion de
fragmentos de ADN, tales como: Smith-Waterman (Li, Shum, & Truong, 2007), Blast
(Kim, Clauson, Olson, Ebeling, Hauck, & Ruzzo, 2012) y recientemente en la
implementacion GPU del software SOAP3 (Liu, y otros, 2012).

AGGGTTATTTACCCTACTGCGACTATCTAGT
AGG ATTTARC ACTGCG TAGCTA T
AGGG TTACCC CTGCGA AGCTAG
AGGGT TCCTAC GCGACT GCTAGT
GGGTTA CCTAC ACTAGC GT
MGG ATTTAC TACTGC AGCTAG
GGGT TTACCC CGACTAG AGT

Referencia

Lecturas ———
cortas —

.....................................

Figura 1.1 Alineacién de ADN. Multiples lecturas cortas de ADN deben ordenarse para
reconstruir el genoma original.

En esta tesis se realiza la implementacion hardware del algoritmo de busquedas exactas
de Fetragina y Manzini (Ferragina & Manzini, 2000) también conocido como indices de
FM. Este algoritmo es el nicleo de muchos de los programas de alineacién mais
referenciados en la actualidad, debido a su rapidez y a su relativamente bajo uso de

memoria.
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1.2 Motvacion y objetivos

La secuenciacion de ADN es un proceso clave en biologia molecular, gendmica y
medicina (Frese, Katus, & Meder, 2013). En los ultimos afios, los avances tecnologicos
han hecho posible secuenciar en forma mas econdmica y mas rapida cantidades
enormes de matetial gendmico abriendo oportunidades sin precedentes para la

Investigacion y el diagnostico.

La secuenciacién de ADN tene una lista larga y versatil de aplicaciones, siendo una
tecnologia clave en la investigacion de algunos tipos de cancer, asi como del VIH, ayuda
también a incrementar el conocimuento basico de organismos y células, diagnoéstico de
paclentes, investigacion a la resistencia de drogas o predisposicion a enfermedades. No
obstante, la rapidez de los secuenciadores en la produccién de lecturas cortas, ha
superado por mucho a la velocidad de los programas de ensamble, lo que ha resultado
en un incremento enorme en el nimero de genomas secuenciados y no ensamblados,
por consiguiente no analizados en las bases de datos mundiales, lo anterior pone en
evidencia la necesidad de alternativas para la ejecucion paralela y la aceleracién de los

algoritmos y programas de ensamble.

Ademas del incremento en la cantidad de datos, una ventaja fundamental de las més
recientes tecnologias de secuenciacion es el decremento rapido de los costos. Como se
muestra en la Figura 1.2, Ia secuenciacién del genoma completo va directo a caer por
debajo de 1000 dolares. Este precto ha sido considerado por mucho tiempo el punto
clave para la generalizacién de la medicina personalizada. La idea es que una vez que el
precio caiga por debajo de esa cantidad, finalmente sea suficientemente efectivo en
costo para permitit a los médicos, entregar tratamientos basados en la genética del
paciente. En lugar de administrar tratamientos basados en exdmenes y sintomas, el
médico sera capaz de revisar el genoma del paciente para diagnosticar y perfeccionar

tratamientos desde 1a diabetes hasta ¢l Alzheimer.

on
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Costo por Genoma

S100M O

$10M

$1M

$100K

$10K} -

genome govisequencingcosts

$1K
20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Figura 1.2 Costos de secuenciacion del genoma humano por afio. Fuente: NHGRI:
https:/ /www.genome.gov

En este trabajo se lleva a cabo la aceleracion hardware de uno de los modulos
fundamentales en muchos de los programas de alineacién actuales, el disefio puede
repercutir de forma importante en la disminucioén de los tiempos de ejecucion de dichos

programas y por consiguiente del proceso de secuenciacion y analisis de genomas.

Objetivo General

Acelerar el proceso de alineacion de lecturas cortas de ADN procedentes de las

maquinas NGS mediante cémputo reconfigurable.

Objetivos Particulares

® Revisar los fundamentos y el estado del arte del proceso de secuenciacion de
ADN.

e Identificar los programas de alineacién actuales mas representativos para la
alineacion de secuencias de ADN, evaluar y comparar su desarrollo.

e Determinar los principales algoritmos y heuristicas que soportan a los

programas de alineacion.
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® Analizar cada algoritmo y determinar su factibilidad para implementarse en
hardware.

¢ Desarrollar, simular y optimizar una arquitectura que maximice el paralelismo y
acelere la ejecucion del algotitmo.

¢ Implementar y probar ¢l disefio en Ia tarjeta de desarrollo M505-KT325T.

1.3 Oiganizacion de la tesis

El resto de la tesis se encuentra orpanizada de la sigulente manera: en el capitulo 2 se
presenta el respaldo tedrico de la investigacion, éste abarca los principios y técnicas de
secuenciacion, la definicion del problema de alineacién de lecturas cortas de AN,
tépicos selectos de aceleracion hardware, y la revision de trabajos relacionados. El
capitulo 3 contiene un estudio de los principales programas de alineacién en la
actualidad, se muestra una comparativa de sus caracteristicas y se identifican sus
principales algoritmos de alineacion, mismos que son analizados minuciosamente. En el
capitulo 4 se lleva a cabo el disefio del sistema de aceleracioén del algoritmo elegido
{(busquedas exactas mediante indices de FM) y se describe el proceso de implementacion
en el FPGA. En el capitulo 5 se presentan los principales resultados, tanto de
simulacion como de ejecucion real en la tarjeta de aceleracion. Finalmente, en el capitulo

6 se establecen las principales conclusiones y se define el trabajo futuro.

: Introduccién

Capitulo 1






2 FUNDAMENTO TEORICO

En este capitulo se presentan los fundamentos tedricos necesarios para la comprension
de la tesis. El capitulo comienza enfatizando la importancia del Acido
desoxirribonucleico, su estructura y principales funciones. A continuacién se presentan
los principios de la secuenciacién de ADN, junto con un estudio de las plataformas
NGS actuales, revisando sus caracteristicas y analizando sus tres pasos fundamentales:
Preparactén de la muestra, inmovilizacion y deteccién. Posteriormente se define
formalmente el problema de la alineacion de lecturas cortas de ADN y se determinan
los principales inconvenientes que dificultan la tarea. Finalmente se estudia la logica
reconfigurable como alternativa para la ejecucion acelerada de tales programas y se

analizan algunos trabajos relacionados.

2.1 El acido desoxirribonucleico.

El acido desoxittibonucleico o ADN es una macromolécula que codifica toda la
informacion necesaria para el desarrollo, supetvivencia y reproduccion de un otganismo.
Fiste se encuentra almacenado como cromosomas dentro del micleo celular ¥y a su
totalidad se le conoce como genoma (Ver Figura 2.1). E1 ADN fue descubietto en 1869
por Fredrich Miescher (Dahm, 2005), sin embargo su impottancia en la funcién celular
y responsabilidad de los rasgos hereditarios fue confirmada hasta 1944 cuando Oswald
Avery logrd transportar ADN de una variedad de bacteria a otra observando la
transferencia asociada de rasgos (Avery, MacLeod, & McCarty, 1944). Posteriormente

en 1953, James Watson y Francis Crick, asistidos por los patrones de difraccién de
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Rayos X de Rosalind Franklin, revelaron la estructura del ADN conocida en la
actualidad (Watson & Crick, 1953).

El ADN es una macromolécula muy larga de aspecto filamentoso, en forma de doble
elipse y formado por un gran nimero de nucleétidos (Figura 2.2), cada uno compuesto
pot un azucar (la desoxirtribosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato (Figura 2.3),
las bases de las moléculas de ADN son las responsables de portar la informacién
genética, en tanto que los grupos azicar y fosfato tienen un papel fundamentalmente
estructural. El azicar de los nucledtidos es la desoxirribosa, la cual a diferencia de la
Ribosa carece de un dtomo de oxigeno en la posicién 2 del anillo, mientras que las bases
nitrogenadas son Adenina(A), Guanina(G), Citosina(C) y Timina(T), las dos primeras

derivadas de la Purina, mientras que las ltimas derivadas de la Pirimidina.

Cromosoma
Cromatida

Pares base

Figura 2.1 Organizacién de un genoma. Fuente: NHGRI Talking Glossary of Genetic Terms
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Figura 2.2 Estructura de doble elipse del ADN.
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Figura 2.3 Elementos que conforman un nucledtido, las bases pueden ser: Adenina, guanina
citosina o timina

El esqueleto del ADN que es constante a lo latgo de la molécula, esta formado por
desoxirribosas ligadas por puentes fosfodiester, concretamente, el hidroxilo 3°(3’OH)
del azicar de un nucleétido esta unido al hidroxilo 5’(5’OH) del aziacar adyacente por

un enlace fosfodiester. La parte variable del ADN es la secuencia de los cuatro tipos de
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bases, por lo que se utilizan estas iniciales para hacer referencia a una secuencia
completa del mismo. Lo anterior mmplica que una cadena de ADN tenga siempre un
grupo 5’-OH libre en uno de sus extremos y un grupo 3’OH libre en el otro extremo, es
decir tienen polaridad, por convencidn, la secuencia de bases se escribe en la direccion
5 -» 3, de esta manera la cadena ATTG indica que el grupo 5-OH de la

desoxiadenosina esta libre al igual que el grupo 3’-H de la desoxiguanosina.

Otro tesultado importante confirmado por el modelo de Watson y Crick (Watson &
Crick, 1953), es que las dos cadenas de la doble elipse permanecen unidas por puentes
de hidrogeno entre los pares de bases y que la Adenina siempre se une a la Timina,
mientras que la Citosina siempre se une a la Guanina, de esta forma conocer el orden de

una de las cadenas implica la identficacion de las bases de la otra cadena.

2.2  Los procesos de transcripciéon y traduccién

El tamafio de los genomas se mide por la cantidad de nucle6tidos o pares base que lo
forman, variando sustancialmente de especie a especie (Tabla 2.1), una importante
observacion es que el tamafo del genoma esti solo vagamente asociado con la
complejidad del organismo. La mayoria de las unidades funcionales conocidas de los
genomas son denominadas genes, un gen puede definirse como un bloque contiguo de
nucleétidos operando para un propésito unico, existen diversos tipos de genes siendo
los mds importantes los genes estructurales los cuales codifican instrucciones para crear
proteinas, una segunda categoria son los genes de RNA, cuya funcién es determinada
por su habilidad para interactuar con otras moléculas jugando un rol importante en un
proceso bioquimico, el ejemplo mas habitual es el gen tRNA encontrado en

practicamente cualquier forma de vida,

El mimero de genes estructurales va de unos cuantos en organismos no completamente
vivos, hasta varios miles en algunas plantas, en particular en el genoma humano se han
estimado alrededor de 30000 genes estructurales (Muse, 2005). El numetro y variedad de

genes estructurales en organismos es en la actualidad un tema de vanguardia para los
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cientificos alrededor del mundo, debido a su importancia es comun en la literatura usar
el término gen para referirse a los genes estructurales, misma consideracion se usara en el

testo de la tesis.

Tabla 2.1 Genoma de algunas especies y namero de genes identificados

Organismo Tamaiio del Nimeros de genes
genoma(x10%)

HiV1 0.009 9
SARS 0.03 14
M. genitalium 0.58 470
N. equitans 0.49 552
H. helaticus 1.80 1875
E. coli 4.64 4288
P. falciparum 22.85 5268
S. cerevisiae 12.10 6000
D. melanogaster 122 13600
C. elegans 97 19049
A. thaliana 115 25000
H. sapiens 3200 30000
M. musculus 2500 37000

La forma en la cual los genes producen proteinas se conoce como el dogma central de la
biclogia y consiste fundamentalmente en la transctipcién y la traduccién. La
transcripcion de un gen ocurre cuando una enzima conocida como Polimerasa RNA se
enlaza al principio de un gen y procede a crear una molécula de RNA que iguala al ADN
en el genoma. Es esta molécula denominada RNA mensajera (mRINA) que setvird como
un patrén para producir una proteina. Sin embargo es necesario para los organismos
regular la expresion de genes para evitar tener en produccién todos los genes en todas
las células todo el nempo. Los factores de transcripcion interactan ya sea con el ADN
gendmico o la molécula de polimerasa para permitir un control delicado del proceso de

exptesion genética.

La traduccién, por su parte, es el proceso de leer el patrén en una molécula de mRNA y
usar la informacion para producir una proteina, el proceso comienza cuando una
estructura conocida como ribosoma se une a la molécula mRNA, moviéndose a lo largo

de la misma en unidades de 3 nucledtidos, cada uno de estos tripletes, o codones,

1
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codifica uno de los 20 aminoacidos. La ribosoma interpreta uno a uno cada codén y
agrega los aminoacidos apropiados para el crecimiento de la proteina. Las referencias

(Muse, 2005) y (Guyton & Hall, 2006) muestran un tratado mas profundo del tema.

2.3 Secuenciacion de ADN

El procéso de obtener el. céajgo genético a pértir de la macromolécula de ADN se
conoce como secuenciacion de ADN. La secuenciacidon de ADN tiene sus inicios en
1977, cuando Frederick Sanger vy equipo desarrollaron el método de secuenciacion
enzimatica, también conocida como secuenciacion Sanger, didesoxi o de finalizacion de
cadena (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977), y Maxam y Gilbert desarrollaron el método
de secuenciacién quimica (Maxam & Gilbert, 1977). Debido a su alta eficiencia y baja
radioactividad, la secuenciacién Sanger fuc adoptada como la tecnologia primaria en la

“primer generacién” de aplicaciones de secuenciacion comerciales y de laboratorio.

En sus inicios, la secuenciacién Sanger era laboriosa y requeria de materiales
radioactivos, después de afios de mejora Applied Biosystems introdujo la primera
maquina de secuenciacion automatica (nombrada AB370) en 1987, adoptando
electroforesis capilar (EC), la cual hizo el proceso mas rapido y mas exacto. AB370
podia detectar 96 bases simultaneamente, 500 K bases al dia, y las longitudes de lectura
alcanzaban las 600 bases. Los instrumentos de secuenciacion automatica basados en EC
y secuenciacion Sanger, asi como el software asociado, llegaron a ser las herramientas
principales para la culminacion del proyecto del genoma humano en el 2003 (Venter, y
otros, 2001). Este proyecto estimuld fuertemente el desarrollo de nuevos mstrumentos
de secuenciacion para incrementat la velocidad y exactitud reduciendo simultaneamente
los costos y la mano de obra, surgiendo en el 2005 las tecnologias de secuenciacion
nombradas de siguiente generacién o tecnologias NGS, las cuales difieren del método
de Sanger fundamentalmente en el uso exhaustivo de tecnologia paralela. En el 2005
454 Life Sciences lanza al mercado el secuenciador 454, un afio después Solexa hace lo
propio con el secuenciador Genome Analyzer (Que recientemente evolucioné a Hiseq),

seguido por el lanzamiento de SOLID de la empresa Agencourt, CGA de complete
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Genomics y PacBio RS de Pacific Biosciences, los cuales son sistemas representativos
de secuenciacion paralela masiva o tecnologia NGS. Algunas de estas compaiias
fundadoras fueron compradas posteriormente potr otras compaifiias: En el 2006
Agencourt fue comprada por Applied Biosystem, y en el 2007 454 fue comprada por

Roche, mientras que Solexa fuc comprada por [lumina.

Después de afios de evolucion los sistemas NGS exhiben cada vez mejor desemperio y
ventajas propias de la tecnologia especifica, como se muestra en la Tabla 2.2. En general
algunas tecnologias ya superan el Terabyte de lecturas producidas por corrida, mientras
que otras alcanzan exactitudes comparables con la lograda por el método de Sanger. No
obstante, la longitud de lecturas limitada a valotes iguales o inferiores a 1000nt sigue
siendo su limitante principal. En lo que sigue se revisa los principios en la construccion
de los secuenciadotes Sanger y NGS, junto a algunos ottos conceptos importantes en la

secuenciacién de ADN.

Tabla 2.2 Caracteristicas de los sistemas de secuenciacién NGS

Plataforma  Compaiia Longitnd de Exactitud Lecturas Tiempo de Costo por

lectura por corrida corrida cn
corrida dblares

Sanger ABl  Applied Biosysterns  400~900 nt 99.999% - 20 min a 3hrs -

3730XL

GS FLX+ 454 Life 1000 nt 99.997% 1Gb 23 hrs. 6200

Sciences, Roche

Hiseq 2500  Solexa, [llumina 125nt 98% 1Th 3~10 dias 20000

SOLiD Applied Biosystems 75 at 99.99% 300 Gb 7 dias (SE} 15000

550x1 14 dias (PE)

CGA Complete Genomics  62-70 nt 99.9% - - -

Platform

PacBio Rs Pacific Biosciences 860-1100 99.999% 0.01Gb 0.5-2hrs 900

2.3.1  Elwmétodo de Sanger

Los prncipios basicos del método de Sanger de 1977 (Sanger, Nicklen, & Coulson,
1977}, se utilizaron practicamente sin cambios por tres décadas, aunque las tecnologias
especificas evolucionaron sustancialmente, FEn este método multiples copias de la

cadena doble de ADN a secuenciar se separan en cadenas simples mediante
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desnaturalizacion. Entonces, la muestra se divide en cuatro tubos de reaccién y a cada
uno de estos sc le agrega un cebador o primer, un pequefio segmento de ADN
monocatenatio aproximadamente 20-30 nucleétidos (nt) de longitud que puede hibridar
con un extremo de la hebra det ADN molde. A continuacidn, el cebador se extiende
usando una enzima, la cual replica el ADN, conocida como Polimerasa de ADN. Cada
una de las cuatros reacciones es alimentada con los cuatro tipos de nucledtidos del
ADN mas un tipo especifico de dideoxinucledtido (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP ),
los cuales son nucle6tidos que en su carbono 3’ no contienen el grupo hidroxilo. A
medida que la polimerasa de ADN recorre la cadena original, va agregando nucle6tidos
normales a la cadena complementaria en crecimiento, sin embargo, aleatoriamente
incorporara un dideoxinucle6tido deteniéndose la elongacion (debido precisamente a la

ausencia del grupo hidroxilo en su catbono 37).

Al terminar la reaccion, cada tubo contiene duplicados incompletos de la secuencia
original, todos ellos terminando en diferentes ubicaciones y en €l mismo tipo de base
(dependiendo del tubo al que pertenecen). Las muestras son sometidas a un proceso
conocido como electroforesis en gel, el cudl separa las cadenas de acuerdo a su tamario a
lo largo de una serie-de “carriles”. Tradicionalmente, en secuenciacion Sanger las bases
de terminacion de cadena se etiquetan radioactivamente, por lo que su posicién puede
determinarse mediante la exposicion de la muestra a una pelicula sensible a la
radioactividad. La imagen resultante contiene bandas oscuras que, dependiendo de la
via, localizan las posiciones de Adenina, Guanina, Citosina y Timina en la secuencia. La

Figura 2.4 muestra una vista simplificada del método.

A lo largo de los afios se incorporaron ciertas mejoras al método tradicional de Sanger,
las cuales incluyen, el uso de diferentes etiquetas para diferentes nucledtidos, lo que
permite que el proceso tome lugar en un solo tubo de reacciéon. Sin embargo aun con
estas mejoras el proceso es lento, tomando a lo minimo cuatro horas para la reaccion y
cuatto horas adicionales para la electroforesis en gel. Debido a la probabilidad
decreciente de terminacion de la cadena en longitudes mas largas y a las limitaciones
fisicas del tamafio del gel, los disposttivos de secuenciacion de este tipo estan limitados a

la produccién de lecturas de alrededor de 1000 nt.
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Figura 2.4 El principio de la secuenciaciéon Sanger de ADN

2.3.2  Tecnologias NGS

Actualmente los secuenciadores NGS se comercializan por un nimero importante de
empresas, cada una desarrollando y aplicando diferentes métodos y tecnologias (Tabla
2.3), sin embargo a pesar del dinamismo tecnologico hay principios generales utiizados

en la construccion de tales dispositivos, los cuales seran revisados brevemente.

Las plataformas NGS comparten tres pasos fundamentales: Preparacién de la muestra,
inmovilizacién y deteccion (Figura 2.5) (Liu, y otros, 2012) (Myllykangas, Buentostro, &
Ji, 2012) (Qualil, y otros, 2012). Generalmente la preparacién de la muestra, involucra la
adicién de secuencias de ADN comunes o universales, conocidas como “adaptadores”,
a los extremos de hebras de ADN fragmentado aleatoriamente, la preparacion resultante

es referida como “libreria de secuenciacion”. En la etapa de inmovilizacion, los
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adaptadores se utilizan para sujetar los fragmentos de ADN a una superficie sélida y
definir el sitio en el cual la reaccién de secuenciacidon comenzarid, adicionalmente, a
excepcién de PacBio RS, la libreria de secuenciacion se amplifica para formar

caracteristicas de secuenciacion detectables y distinguidas espacialmente.

El paso final del proceso es la deteccion, las plataformas de secuenciacion NGS integran
una variedad de tecnologias opticas y de fluidos para desarrollar y monitorear las
reacciones de secuenciacion molecular, las cuales pueden ser mediante sintesis de la
polimerasa de ADN o ligacién de oligonucledtidos fluorescentes. Cada ciclo de
deteccion consiste en incorporar un sustrato de acido nucleico detectable al templado
inmovilizado, lavado y captura de imagenes o sefiales del evento molecular mediante
sistemas Opticos de alta velocidad. El ciclo de incorporacton, lavado y captura se repite

hasta obtener la lectura de la secuencia completa de ADN.

Tabla 2.3 Plataformas de secuenciacion NGS

Platafor Compaiiia Libreria Soporte Generacion Reaccion Método de
ma de de de Deteccion
secuenciacién caracteristicas secuencia-
cion
GS FLX 454 Life Adaptadores Placa Emuisién PCR Sintesis Piro-
Scicnces, Lineales Pico- Secuenciacion
Roche titufadora
Hiseq Solexa, Adapradores Celdas de  Puente PCR Sintesis Nucleétdos
2000 Ilumina Lineales flujo . terminadores

reversibles
etiquetados con

fluorescencia
50LiD Applied Adaptadores Celdas de  Emulsion PCR Ligacién Sendas de oligo-
V4 Biosystems Lincales flujo neucledtidos
cetiquetados con
fluorescencia
CGA Complete Adaptadores Arreglos Amplificacién Ligacion Sondas de oligo-
Platform Genomics Circulares de nano- circular rodante nencledtidos
esferas de etiquetados con
ADN fluorescencia
PacBio RS Paaific Adaptadores de Guias de Molécula dnica Sintesis cn Nucleétidos
Biosciences  burbujas onda en tiempo real ctiquetados con
modo cero fluorescencia

fosfovinculados
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Figura 2.5 Flujo de trabajo de las tecnologias NGS: Preparacion de las muestras, inmovilizacion
y deteccion. Fuente: http://www.medscape.com/viewarticle/743869_4

Existen diversos métodos de amplificaciéon, GS FLX y SOLID utilizan emulsion PCR
(Margulies, y otros, 2005) (Myllykangas, Buenrostro, & Ji, 2012), en esta técnica,
pequedias esferas con enriquecimiento individual y fragmentos de la libreria de
secuenciacion se someten a emulsion dentro de una burbuja de reaccidon acuosa,
posteriormente se aplica PCR para poblar la superficie de la esfera con copias clonales
del molde, las esferas con la coleccién de ADN clonado e inmovilizado se depositan en
una placa “picotituladora” (GS FLX) o en una superficie de vidrio (SOLiD), listas para
el paso de deteccion. Hiseq por su parte utiliza emulsién en puente (Bentley, y otros,
2008), para generar clusteres ## sifu de fragmentos de la libreria de secuenciacion
amplificada sobre un soporte sélido denominado “celdas de flujo”. Por su parte, la
tecnologia CGA utiliza amplificacién de circulo rodante (Drmanac, y otros, 2010),
generando largos segmentos de ADN que se pliegan en pequefias esferas del orden de
200 nm, denominadas DNBs. El pequefio tamafio y caracteristicas bioquimicas de los
DNBs permite empaquetatlos en forma muy compacta sobre un chip de silicio con un
patron matricial de pequefios puntos. El chip de silicio lleno con DNBs es llamado
arreglo de nanoesferas de ADN y contiene alrededor de 180 billones de bases de ADN

preparado para la deteccion.

El paso de deteccion también ofrece algunas vartantes y son estas las que generalmente

se utilizan para distinguir a cada fabricante. Las opciones se muestran en la figura 2.6.
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Figura 2.6 Reacciones de secuenciacion ciclica. a) Piro-secuenciacion, b) Nucledtidos
terminadores reversibles, ¢) SMRT, d) Ligacion.

La plataforma GS FLX utiliza la técnica llamada pirosecuenciacion (Fakruddin,
Mohammad Mazumdar, Chowdhury, Hossain, Mahajan, & Islam, 2013) (Margulies, y
otros, 2005), mostrada en la Figura 2.6a, en cada ciclo de deteccion se ofrece un solo
tipo de base (i.e. dATP, dCTP, dGTP o dTIP) a cada pocillo de la placa picotituladora.
En caso de que esa base complemente a la base de la cadena en crecimiento, la actividad
de la polimerasa de ADN y la incorporacion del nucleétido producira la emisién de un
pirofosfato, enzimas luciferasa y sulfurilasa ATP convierten el pirofosfato en una rafaga
de luz visible, la cual es detectada por un sistema de imigenes CCD. Después de
obtener las imagenes los excedentes (nucle6tidos que no fueron incorporados a ninguna
cadena de ADN en crecimiento) se retiran, para poder, en el siguiente ciclo ofrecer un
nuevo tipo de base. El problema principal de esta técnica es que al utilizar quimica de
extension asincrona, no hay manera de evitar la adicion de multiples bases en un tnico
ciclo, por lo que, en caso de homopolimeros' la exactitud de la secuenciacién sigue

siendo un reto.

Segmento de ADN con el mismo nucledtido, por ejemplo GGGGGGG.
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El sistema Hiseq utiliza nucledtidos terminadores de cadena reversibles (Bentley, y
otros, 2008), en su etapa de deteccién (Figura 2.6b), durante Ja reaccion a diferencia de
la pitosecuenciacion, se ofrecen los cuatro nucledtidos terminadores marcados cada uno
con un fluorocromo diferente, similar al método de Sanger, luego de un lavado se
obtienen las imigenes y se obtiene la primera base de cada cluster. Posteriormente se
climina el fluoroctomo y se desbloquea el catbono 3, permitiendo que un nuevo
nucledtido pueda extender la cadena de ADN naciente. En el siguiente ciclo,
nuevamente los cuatro nucledtidos terminadores matcados se ofrecen a los clisteres,
procediendo de esta forma hasta terminar la cadena. La extension sincrona de la cadena
secuenciada por un nucledtido por ciclo, asegura que los homopolimeros sean

secuenciados con exactitud.

PacBio RS utiliza el método de secuenciacion SMRT (del inglés single molecule real
time sequencing) (Eid, y otros, 2009), que permiten la secuenciacién de una unica
molécula de ADN (i.e. no requiere el proceso de amplificacién de las otras tecnologias
revisadas). El secuenctador PacBio contiene una ADN polimerasa fijada en el fondo de
los pocillos que van a contener las muestras. Se utilizan nucleotidos con bases
nitrogenadas modificadas que al incorporarse a la cadena en proceso de polimerizacién
liberan fluorescencia, distinta para cada tipo de base, evitando de esta manera el lavado
de nucleétidos como en el caso de la pirosecuenciacion. La marca fluorescente se
encuentra en el grupo fosfato de la base, de ahi que la sefial se observe cuando se
produce la incorporacion de ésta a la cadena incipiente. El proceso de secuenciacion es
mas ripido debido a que no es necesario lavar nucledtidos ni enzimas. Las ventajas del
secuenciador PacBio es que es capaz de realizar lecturas de una longitud media de 860-
1100 nt, con lecturas maximas de 3000 nt. La precision y la sensibilidad son

extremadamente altas, al evitar la amplificacion del ADN.

La secuenciacién por ligacion (Figura 2.6d) (Drmanac, y otros, 2010), es utilizada en los
sistemas Solid y CGA, aunque tienen diferentes métodos el principio general es el
mismo. La secuenciacién por Ligacion es otro método enzimitico de secuenciacién que
emplea una ADN ligasa en Iugar de una polimerasa para identificar la secuencia

objetivo. Este método utiliza un reservotio de todos los oligonucledtidos posibles de
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una longitud dada, marcados de acuerdo con la posicién secuenciada. Los
oligonucleétidos se templan y ligan; el ligamiento preferente de las ADN ligasas por su
secuencia especifica produce una sefial correspondiente a la secuencia complementaria

en esa posicion concreta.

2.3.3  Tecnolggias emergentes

Las tecnologfas NGS creadas a partir del 2011 han sido nombradas por algunos autores
como la tercera generacion o tecnologias “next-nexct” (Hui, 2012) (Quail, y otros, 2012),
las cuales prometen continuar en la mejora de la velocidad del proceso, incremento en Ia

longitud de las lecturas y disminucién de la razén de error en las mismas.

Ademis de lo antetior se observa una fuerte tendencia hacia el desarrollo de
secuenciadores de bajo costo disefiados para pequefios proyectos. Life Technology e
Ion Torrent han desarrollado la “Ion Personmal Genome Machine (IPGM)”
(www lifetechnologies.com), el sistema IPGM contiene un arreglo de chips
semiconductores capaz de sensar cambios minimos en pH y detectar eventos de
incorporacién de nuclebtidos por la emisién de un ion de hidrogeno desde nucletidos
naturales. La tecnologia de TPGM no requiere ninguna enzima especial o nucledtidos

etiquetados y toma ventaja de los avances hechos en la tecnologia semiconductora.

Otra tecnologia prometedora en el campo es la de Nanopotros, liderada por Oxford
Nanopores (www.nanoporetech.com), la cual pretende utilizar la modulacion de
corriente generada con el paso del acido nucleico a través de un poro. La secuenciacion
por Nanoporos promete ser la solucion a las limitaciones de los secuenciadores NGS en
relacién z la longitud de las lecturas, permitiendo la secuenciaciéon de cadenas de ADN

enormes sin tener que modificat o preparar muestras especificas.

234 Secuenciacion de cadenas largas de ADN

Las lecturas obtenidas de los instrumentos de secuenciacion de cualquier generacién son

demasiados cortas como para cubrir regiones de interés en investigacion gendmica, por
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lo que fue necesatio el desarrollo de métodos que permitieran secuenciar segmentos mas
largos de ADN e incluso de genomas completos (WGS, del inglés Whole Genome
Sequencing). La estrategia mas utilizada se conoce con el nombre de secuenciacion
Shotgun (Pop, 2004), y se ilustra de manera simplificada en la Figura 2.7. En esta técnica
la cadena de ADN a secuenciar se clona a través del uso de PCR o mediante una
bacteria anfitridn, el nimero de copias que se obtienen se conoce como cobertura.
Posteriormente la muestra resultante se divide aleatoriamente en pequefios fragmentos y
se secuencia en forma desordenada mediante alguna de las tecnologias revisadas
previamente, la division aleatoria crea fragmentos de diferente tamafio por lo que en
este paso es necesario elegir Unicamente las que se encuentran en un rango apropiado
para la tecnologia de secuenciacién a utilizar. Una vez obtenidas las lecturas, los
traslapes entre estas se utilizan para reconstruir mediante técnicas computacionales
sofisticadas la secuencia original, a este Gltimo paso se le conoce como ensamble de

secuencias y es el tema principal de este trabajo.

Molécula grande de ADN

.L Clonacion

J Fragmentacién

CATACACGTAGCTATACG
Ensamble de “ATZ

secuencias GCTATCAGGC TAGGTTAV o

J
Secuencia
cmanibiats GCTATCAGGCTAAGTGCATACGTAGCTATACG

Figura 2.7 Proceso simplificado de la estrategia de secuenciacion Shotgun
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2.3.5  Lecturas en pares

Algunas plataformas NGS ofrecen protocolos de secuenciacion por pares (PE, del
inglés Pared-End), esas lecturas apareadas se obtienen al secuenciar cada fragmento de
ADN desde ambos extremos (Figura 2.8a), opuesto a lo que ocurre en la secuenciacién
convencional (SE, del inglés Single-end), donde solo se realiza a partir de solo uno de
los extremos. El objetivo de la técnica es superar las dificultades encontradas en el
proceso de alineacion, posterior a la secuenciacion, creada principalmente por regiones
repetidas dentro del genoma. Aun cuando las lecturas apareadas son tipicamente mucho
mis cortas que los fragmentos clonados, por lo que no se traslapan, la distancia entre
lecturas apatreadas es conocida y esta informacion es utilizada por algunos algoritmos de

ensamble (Figura 2.8b).

La seleccion de la longitud 6ptima en las librerias de secuenciacién PE depende de
varios factores que incluyen la estructura repetitiva del genoma secuenciado y
limitaciones practicas de las técnicas de secuenciacion especifica. Generalmente los
proyectos de secuenciacién crean librerias con diferentes longitudes de insercion para

obtener mejores resultados que los obtenidos con una longitud unica.

Lecturas apareadas Alineacidn a la secuencia de referencia
-ﬂ
e " ]
1 B s 7]
QT 5
N R P R D A Referencia S ——— = REEEE
v

Repeticiones
Lectura 2

Figura 2.8 Lecturas apareadas (PE). a) Obtencion de las lecturas.
b) alineaci6n a la secuencia de referencia
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2.3.6  Salida de las miguinas NGS

Después del proceso de secuenciacion las maquinas NGS presentan las lecturas
generalmente en el formato FASTQ (Cock, Fields, Goto, Heuer, & Rice, 2010). FASTQ
es un formato muy simple basado en texto, que almacena tanto la secuencia biolégica
como su cortespondiente puntuacion de calidad mediante caracteres ASCIL. Fue
desarrollado originalmente en el instituto Wellcome Trust Sanger como una mejora al
formato FASTA y a la fecha es el estandar de facto para almacenar la salida de
instrumentos de secuenciacién de alta velocidad. El Listado 2.1 muestra la estructura

basica de un archivo FASTQ.

Listado 2.1 Estructura bésica de un archivo FASTQ.

Linea 1: @Titulo y descripcién opcional

Linea 2: Linea de secuencia

Linea 3: +Repeticion opcional de la linea de titulo
Linea 4: Linea de calidad

La linea uno inicia siempre con el caricter (@, y puede contener informacion tal como
nimero de corrida, algun identficador de secuencia, longitud de la lectura u otro tipo de
informacion. La linea 2 es la cadena de caracteres (A, G, C, T) que representa la
secuencia de nucledtidos procesada. La linea 3 inicia siempre con el caracter + seguido,
en forma opcional, de la repeticion de la linea de dtulo. Finalmente la linea cuatro
incluye informacién de la calidad con la que cada nucledtido fue secuenciado. La
puntuacién de calidad se representa mediante un caracter ASCIL, y es una medida de la
certeza de que el nucledtido codificado sea el verdadero en el segmento de ADN
otiginal. Estas cuatro lineas se repiten a lo latgo del archivo para cada secuencia
generada. En el caso de lecturas en pares, habra dos archivos FASTQ uno para cada
lectura, por ¢jemplo la cuarta lectura en el primer archivo esta apareada con la cuarta

lectura del segundo archivo.

El formato FASTQ original, también conocido como formato FASTQ-Sanger, utiliza el
sisterna de puntuaciones de calidad PHRED. En PHRED la puntuacién de calidad de la
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codificacion de una base se relaciona con probabilidad de error de secuenciacién (Pe)

tnediante la ecuacion:

QPHRIED = _10x10910(P9) 1]

FASTQ-Sanger, almacena puntuaciones PHRED como caracteres tnicos, dando una
codificacion simple pero eficiente en espacto. Con el fin de que el archivo sea leible y
editado ficilmente por humanos FASTQ-Sanger utiliza los caracteres ASCII del 33 al
126, para codificar canttdades PHRED de 0 a 93 (ie. puntuaciones PHRED con un
desplazamiento ASCII de 33), cubriendo un rango de probabilidades de error desde 1.0
a10”* '

La tabla 4 muestra alguﬁas variantes del formato FASTQ-Sanger, las principales
diferencias tenen que ver con el modo de expresar la puntuacién de calidad. En
FASTQ-Solexa ¢l rango de caracteres ASCII utilizados va del 59 al 126, con un
desplazamiento de 64, ademas deja de utilizar el sistema de puntuaciones PHRED,
creando su propia relacién entre la puntuacion de calidad y la probabilidad de errot,

expresada como:

1-Pe

Qsotexa = _10x10910( £ ) L . 12]

La segunda vatiante es la FASTQ-illumina, la cual utiliza los caracteres ASCII del 64 al
26, un offset de 64 y el sistema PHRED al igual que el formato FASTQ-Sanger.

Tabla 2.4. Tres variantes del formato FAST(Q

Formato Caracteres ASCII Puntuacion de calidad

o Rango Desplazamiento Tipo Rango
Fastq-Sanger ~ 33-126 33 PHRED 0a93
Fastg-Solexa 59-126 64 _ Solexa -5262
Fastg-illumina ~ 64-126 64 © PHRED 0a62

El Listado 2.2 muestra las primeras lineas de un atchivo FASTQ-Sanger, en la linea 1 los

caracteres (/1 indican que los datos corresponden a la lectura ceto y elemento uno del
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par de lecturas apareadas, es decir en este archivo esc segundo nimero siempre ha de
ser 1, y en el archivo de la lectura complementaria siempre sera igual a 2. En la linea dos
aparece la cadena de nucledtidos que en este caso tiene longitad de 35. La linea tres solo
contiene el caracter +, aunque opcionalmente pudo haberse repetido el titulo de la
lectura. La linea cuatro contiene la puntuacién de calidad, por ejemplo, el caracter “<”
con codigo ASCII de 60 representa una puntuacion de 27 (60-33), lo que indica una
probabilidad de etror en la secuenciacion del correspondiente nucleétido de 0.001995
(1071, Finalmente, las lineas cinco a ocho contienen la informacién de la segunda
lectura.

Linea 1: @0/1

Linea 22 CCAGGTITGAACAACTTITTGGGATCGTGCAAGCTAA

Linea 3 +

Linea4: 8;:; <<<<<<< ) <l CCCCCCL

Linea 5: @1/1

Linea 6: ACCGTTAGATCTACAATTCGGTAAGTAAAAGCTTG

Linea 7: +
Linea 8: <<<<<<<<BBCCCCCCLCLCC ;0 <C€<<<< 9 ;<

Listado 2.2 Primeras lineas de un archivo FAST(Q-Sanger.

2.4 Alineacion de lecturas cortas

El altimo paso de la secuenciacién de genomas completos mediante la téenica Shotgun
(ver seccion 2.1.1) es el ensamble de fragmentos, el cual se realiza mediante técnicas
computacionales de elevadas prestaciones. El objetivo es reconstruir a partir de los
millones de lecturas obtenidas mediante las maquinas NGS, la cadena que represente el
codigo genético de la molécula original. Lo anterior puede llevarse a cabo mediante dos
formas, en la primera la reconstruccién se realiza utilizando como referencia un genoma
secuenciado previamente, tal mecanismo recibe el nombre de alineacion o mapeo. La
segunda reconstruye la cadena a partir exclusivamente de las lecturas secuenciadas y es
conocida como ensamble De Novo o simplemente Ensamble. El resto de esta tesis estd

dedicada a la alineacion o mapeo, referimos al lector interesado en ensamble De Novo a
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consultar las referencias (Li, y otros, 2012) y (Miller, Koren, & Sutton, 2010) para un

estudio mas profundo.

La alineacién de lecturas cottas es utilizada en Vproyectos de re-secuenciacion, donde se
obtiene ¢l codigo genético de miembros de una especic que ha sido previamente
secuenciado mediante un método De Novo. El ejemplo mis clisico es el del ser
humano, en tales proyectos se petsiguen encontrar variaciones gendmicas que
caractericen en forma particular a un individuo mediante comparacién con los
resultados obtenidos del proyecto del genoma humano, intentando explicar topicos
como suscepiibilidad a enfermedades, rasgos fisiologicos caracteristicos, resistencia a

drogas, etc.

En tales aplicaciones, la cantidad elevada de datos generados por las tecnologias NGS
asi como la longitud limitada de las lecturas producidas evita el uso de programas de
alineacion tradicionales como BLAST (Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990).
Adicionalmente, a diferencia de las aplicaciones de alineactén tipicas, el interés ahora
esta centrado en localizar variaciones minimas entres las lecturas y la referencia, es decir
se procesan geniomas que se espera tengan similitud elevada con el genoma de

referencia. Para dimensionar el problema, en el ejemplo del genoma humano, el ndmero

de lecturas 7 es usualmente 107-10%, la longitud de una lectura / es de 35-1100
nucleétidos, Ia longitud del genoma |R{ es 3x10° nucledtidos y las variaciones entre un

humano y otro son apenas alrededor del 0.1% (Muse, 2005). Lo anterior ha incubado el
desarrollo de nuevos programas de alineacion de baja sensibilidad y alta velocidad
denominados alineadores o mapeadores de lecturas cortas, cuyos principios de

funcionamiento se tratarin en el siguiente capitulo.

24.1  Definicion del problema de la alineacion

A partir de la discusién previa y de la teoria de secuenciacién NGS, pueden

determinarse algunas caracteristicas importantes del problema del mapeo:
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1. El alfabeto esti constituido por 4 letras ), ={A,C,G,T} cada una
representando a un nucleétido, sin embargo cuando no se sabe el tipo de base

en una secuencia ¢s comun usar el simbolo N en su lugar.

2. Elgenoma de referencia es fijo y conocido previamente, su tamafio es del orden
de unas decenas a miles de millones de nucleétidos (ver seccién 1.2.3). Lo que
sugiere que pueda indexarse una sola vez y reutilizarse en cada proyecto de re-

secuenciacidn de esa misma especie.

3. Las lecturas tienen una longitud fija entre 35-1100 nucledtidos para las
tecnologias de secuenciacion actuales. La cantidad de lecturas suele ser muy

grande del orden de millones por cada pasada de las maquinas NGS.

4. La similitud entre el genoma de referencia y el genoma re-secuenciado es

aproximadamente del 99.9 %

Ante este panorama el problema del mapeo puede establecerse en forma general de la

siguiente manera:

Entradas: - Un conjunto de lecturas cortas de ADN f,.. ./, cada una de longitud /
- Una secuencia de referencia R de tamafio |R]|

- Un grupo de restricciones del proceso

Salida: - Posiciones en R en donde cada lectura se mapea exacta o

aproximadamente.

El grupo de restricciones puede variar dependiendo de la plataforma especifica de
secuenciacidén NGS utilizada, asi como del tipo de datos procesados y de la
configuracién impuesta por el usuvario. Es importante notar como la definicidén
establecida permite alineaciones aproximadas, debido fundamentalmente a ciertas
particularidades que ocurren e¢n el genoma y en la secuenciacion, las cuales seran

revisadas con mas detalle en el siguiente apartado.
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24.2  Alineaciones aproximadas

En esencia los principales topicos que hacen necesaria la alineacion aproximada en el
mapeo son: diferencias biolégicas, etrores de secuenciacion y repeticiones de bases, a

continuacion se describen cada uno de estos.

Diferencias biologicas: Son diferencias locales pequefias del genoma siendo
considerado con respecto al genoma de referencia conocido para su especie, ocutren
con una frecuencia de aproximadamente 1/1000 en el caso del genoma humano (Muse,
2005). Un ejemplo de estos son los polimorfismos de nucleétido simple (SNP), los
cuales basicamente representan la sustitucion de un solo nucleétido de la cadena de
referencia (Figura 1.1a), los SNPs ocurren principalmente por la diversidad encontrada
dentro de una misma especie, por ejemplo en el caso de los humanos un SNP podria ser
responsable del color del cabello o la susceptibilidad a una enfermedad en particular.
Otras variaciones biologicas que ocurren en secuencias gendémicas son las inserciones y
las supresiones (indels), en la cual un segmento de la lectura difiere de la referencia
debido a la insercion o supresion de una o mas bases. Los indels causan un
desplazamiento de las bases con respecto al genoma de referencia, tal como se muestra

en los incisos b y ¢ de la Figura 2.9.

Pi=A G G CT"F:AGCA P=EAGGCTTAGCA P1=AGGCT!A_TAGCA
P=AGGC IA AGCA Pi=A G G_TEC TTAGCA PFAGGCTTAGCA
a) b) )

Figura 2.9 Tres casos de diferencias biologicas c) polimotfismo de nucle6tido simple (SNP) b)
insercion de base, b) eliminacion de base.

Errores de secuenciacién: Un error de secuenciacion ocurre cuando la maquina de
secuenciacion etiqueta incorrectamente un nucleétido. Por ejemplo, en la Figura 2.10 se
reﬁorta un nucleotido de guanina (G) en el genoma, en donde un nucleétido de citosina
(C) ocurre realmente. Es posible diferenciarlo de un SNP debido a que un etror

maquina generalmente ocurre en una unica fila de las lecturas, mientras que un SNP
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ocutre en todas las lecturas que cubren esa region. De esta forma la cobertura o
profundidad de las lecturas cortas puede utilizarse para detectar y corregir el error. La
frecuencia de ocurrencia de los errores de secuenciacion es muy baja, alrededor del 0.1%

en las lecturas de la mayoria de las tecnologias NGS (Liu, y otros, 2012).

Error de secuenciacion

IAGGTA  ATTGCT|
Lecturas  |/AGGTGCCTATTGCT|
| TACCTATTGCT,

Referencia |AGGTACCTATTGCT|

Figura 2.10 Error de secuenciacién. La lectura de la segunda fila fue etiquetada como una G en
lugar de una C, en estos casos la cobertura puede ayudar a reconocer y a corregir el error.

Repeticiones: Normalmente los genomas contienen gran cantidad de regiones
repetidas, las cuales crean problemas de alineacién fundamentalmente por las limitadas
longitudes de las lecturas generadas por las maquinas NGS, en esencia entre mas cortas
sean tales lecturas, mayor es la probabilidad de que se concuerden erréneamente en
localidades del genoma que se repiten. Este punto se trata en varias formas,
dependiendo del programa usado, muchos programas utilizan la ptimet concordancia
para la alineacién, mientras que otros descartan areas repetitivas completamente,
lamentablemente ninguno de los métodos resuelve el problema, recurriendo a
soluciones mas sofisticadas como el uso de lecturas por pares discutidas en la seccién

2:9:8;

2.5 Aceleraciéon Hardware
Los datos NGS pueden consistir de miles de millones de lecturas cortas, por lo que la

mayoria de los programas de alineacién, tienen soporte para ejecucién paralela en

sistemas con memoria distribuida (clisteres compuestos por miltiples computadoras)
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Capitulo 2: Fundamento Teorico



Capitule 2: Fundamento Tedrico

Pacheco Bantista D.

y/o usando memoria compartida (equipos de cémputo con miltiples niicleos). Aun asi,
los ticmpos para terminar la tarea, siguen siendo muy elevados (Fonseca, Rung,
Brazma, & Marioni, 2012) (Schbath, Martin, Zytnicki, Fayolle, Loux, & Gibrat, 2011),

abriendo una nueva drea de aplicacion a la aceleracién hardware.

2.5 Alternativas de implementacion

En computo, la aceleracion hardware es el uso de citcuitos especializados para
desarrollar alguna funcién mas rapida que la lograda mediante la ejecucién del algotitmo
sobre un procesador de proposito general. En la actualidad las alternativas mas
generalizadas para implementarla son: los circuitos integrados de aplicacién especifica
(ASIC), las unidades dc aceleracion grifica (GPUs), y los dispositivos légicos
programables en el campo (FPGAs), todas estas pueden permitit que miles de unidades
trabajen simultaneamente logrando el procesamiento paralelo masivo de los datos. Esta
técnica aunque pueda parecer universalmente efectiva, solo toma ventaja cuando las
funciones incluyen calculos repetitivos e independientes, tal es el caso del proceso de
alineacién en donde millones de lecturas se alinean al genoma de referencia de forma

independiente unas de otras.

Los ASIC tienen un desempefio superior al de sus conttincantes, permitiendo el minimo
consumo de potencia y la mis alta velocidad de procesamiento, sin embargo a diferencia
de los GPUs y los FPGAs no pueden reprogramarse, este factor limitante resulta en un
incremento en el tiempo de desarrollo y en los costos de ingenieria no recurrente
(NRE). Por su patte, las GPUs son coprocesadores paralelos muy econdmicos con una
enorme penetracién en el mercado, dedicados al procesamiento de grificos u
opetaciones de coma flotante, para aligerar la carga de trabajo del procesador central en
aplicaciones como los videojuegos o aplicaciones 3D interactivas, tienen una memotia
con gran ancho de banda y un niimero elevado de nicleos programables, con miles de
hilos hardware ejecutando programas en un modo Programa Unico Miiltiples Datos
(SPMD), son flexibles y facil de programar usando lenguajes de alto nivel y APIs las

cuales abstraen la mayoria de los detalles del Hardware.
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Comparado a la arquitectura hardware fija del GPU, los FPGAs son esencialmente
arreglos densos de bloques logicos programables, prefabricados y que el desarrollador
puede (re)configurar modulo a moédulo para darle la funcionalidad deseada. De esta
forma se tiene cl control de los compromisos entre recursos, desarrollo y nivel de
paralelismo, obtentendo disenos superiores en desempeno a los basados en GPUs y
cercanos en eficiencia a un ASIC  (Che, Li, Sheaffer, Skadron, & Lach, 2008).
Lamentablemente aunque algunos vendedores proveen mnicleos con propiedad
intelectual (IP) que ofrecen la mayoria de las funciones de procesamiento mas comunes,
la configuracién de un FPGA requicre el uso de lenguajes de desctipcion de hardware

los cuales son mas complejos de utilizar que los lenguajes comunes de alto nivel..

Como puede notatse, cada una de las opciones puede mostrarse ventajosa con respecto
a las otras dependiendo de la funcion final deseada. En esta tesis debido a las altas
exigencias del disefio y al corto ttempo de desarrollo requerido (al ser un area que
evoluciona aceleradamente) se ha elegido a los FPGAs, mismos que seran tratados en el

testo de la seccién.

2.5.2  Arreglo de compuertas programables en el campo

Un FPGA es un dispositivo cuyo nicleo es una matriz de elementos logicos
programables, cuando se programa la circuiteria interna se conecta de tal modo que crea
una implementacién hardware de la aplicacién software. Diferente a los procesadores,
los FPGAs usan hardware dedicado para el procesamiento légico y no tienen un sistema

operativo.

2.5.2.1  Organizacion inferna
Internamente un IFPGA consiste de una matriz de miles de bloques légicos

configurables (Cl.Bs), empotrados en una red de interconexiones y rodeada por una

periferia de blogues de entrada y salida (IOBs), como se muestra en la Figura 2.11. Los

3
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elementos 1ogicos y de ruteo se controlan por puntos de programacion, los cuales
pueden basarse en tecnologias de anti-fusibles, Ilash o SRAM. Para coémputo
reconfigurable los FPGAs basados en SRAM son los preferidos y en realidad son el
estilo primario dentro de la industria FPGA en general (T'eubner & Woods, 2013).

Cada Bloque logico configurable esta formado por dos o mas unidades logicas
elementales (Figura 2.12a). La estructura exacta de una unidad logica elemental varia
entre diferentes vendedores y aun entre diferentes generaciones de FPGAs del mismo
vendedor, no obstante pueden identificarse en esta cuatro elementos estructurales
principales: (1) Tablas de basqueda (LUTSs) (tipicamente entre 2 y 8), (i) un nimero
proporcional de registros de un bit, (i) logica aritmética y de acarreo, y (v) vatios
multiplexores. La Figura 2.12b, muestra la estructura clasica de una unidad logica
elemental en la familia Vitex 4 de Xilinx y antecesores, esta cuenta con 2 LUTS, 2
registros de un bit, logica de acarreo y 2 multiplexores, FPGAs mas modernos tienen

tipicamente mas recursos.
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Figura 2.11 Estructura interna de un FPGA. Esta consiste de bloques logicos configurables
(CLBs), bloques de entrada y de salida (IOBs) y la estructura de interconexion
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Figura 2.12 Organizacion de un bloque logico configurable (CLB). a) cada CLB estd formado
por dos o mas unidades elementales. b) cada unidad elemental contiene minimamente un grupo
reducido de LUTs, logica de acarteo, biestables y multiplexores, se muestra la estructura clasica

de una unidad l6gica elemental de la familia Virtex 4 de Xilinx.

El elemento clave de una unidad logica elemental son las tablas de buasqueda (LUT),
pequenas memorias de un bit de ancho que emula las expresiones booleanas del disefio,
a diferencia de un ASIC en donde tales expresiones se implementan directamente
mediante compuertas fisicas. El principio es simple, una LUT de 2" palabras puede
implementar cualquier expresion de hasta # variables de entrada, basta con almacenar el
resultado de la expresion para cada combinacion de las variables de entrada en la celda
apropiada de la memoria, luego utilizar las variables de entrada como direccion de la
misma, lo anterior se muestra en la Figura 2.13a, donde se ha representado por
simplicidad una LUT de 3 entradas, no obstante en la practica son mas comunes las
LUTs de 6 entrada con circuiteria sofisticada que permite convertirla a dos LUTs de 3

entradas si se requiere.

Bajo este principio una LUT puede ser (re)programada después de la manufactura, lo
cual las hace responsables de la propiedad de (re)configurabilidad del FPGA.
Fisicamente cada LUT de n-entradas esti compuesta de # biestables y un multiplexor de

2"1 (Figura 2.13b), a partit de esta estructura, cada LUT puede adquirir dos
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funcionalidades adicionales, por una parte puede utilizarse como pequeios modulos de
memoria distribuida para implementar bloques FIFO, LIFO, TLBs, etc. y por otra
como registros de desplazamiento, para conversiones seriales-paralelo o como cadenas

de retardo digital.

Dentro de la unidad logica elemental cada LUT se aparea con un biestable (Figura
2.12b), el cual almacena el resultado de la tabla de basqueda, permitiendo de esta forma
el disefio de circuitos segmentados {una forma de procesamiento paralelo similar a las
lineas de ensamble de una fibrica). Si el biestable se utiliza o no en un disefio se
determina por el multiplexor de salida, cuyas lineas de seleccion se manejan a su vez por
SRAM configurada durante el proceso de programacion del FPGA. La légica de acarreo
por su parte, contiene circuiteria especial que al combinarse con las LUTs pueden
implementar modulos con funciones aritméticas, como sumadores y multiplicadores, las
lineas de acarreo vertical permiten que multiples unidades légicas elementales se

conecten en cascada para crear modulos aritméticos de mayor amplitud.
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Fipura 2.13 Tablas de bisqueda (LUT). a) Principio de funcionamiento: La tabla de verdad del
circuito deseado sc almacena en las localidades apropiadas de la LUT, luego las sefiales de
entrada se utilizan como lineas de direccion. b) Organizacion interna: Cada LUT de n-entradas

se forma de n biestables y un multiplexor den a 1.
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I.a red de interconexion es una arquitectura de ruteo configurable que permite la
comunicacion entre CLBs, ésta consiste de multiples canales de comunicacién (grupos
de conductores de diferente amplitud y longitud) que corren vertical y hotizontalmente
a lo largo del chip, formando una malla conteniendo un CLB en cada punto de
intercepcién. En tales puntos existen enlaces programables, que determinan como los
alambres se conectan entre ellos y por consiguiente como se conectan los diferentes

CLBs del FPGA.

Finalmente, los bloques de entrada y salida (IOBs), rodean al arreglo bidimensional
de CLBs. Estos 1OBs situados en la periferia del FPGA también se conectan a la red de
mterconexiones permitiendo que la logica interna se comunique con el exterior. Los
IOBs pueden programarse patra servir a diferentes necesidades y permitir al FPGA

comusicarse con una multitud de dispositivos.

Tipicamente se soportan muchos estandares de IO, tanto de salida Gnica (usados por
ejemplo en PCI) como de salida diferencial (usados por ejemplo en PCI express, SATA,
10G Ethetnet, etc). Adicionalmente los moddulos IOBs pueden contener cierto
hardware especial como convertidores serales a paralelo, codificadores/decodificadores

8b/10b, etc., udlizados en diferentes protocolos de comunicacién.

2.5.2.2  Componentes adicionales en el chip

La estructura basica del FPGA descrita en el apartado anterior, resulta en principio
suficiente para implementar un rango amplio de circuitos. Sin embargo, para tratar las
necesidades de usabilidad y alto desarrollo de algunas aplicaciones, los vendedotes de
FPGAs suelen incluit componentes especiales de silicio inmersos en la red de
interconexién, tales como médulos dedicados de RAM (BRAM), multiplicadores y
sumadores (unidades DSPs), y en algunos casos nicleos completos de

Microprocesadores (Figura 2.14).
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Figura 2.14 Un FPGA que incluye componentes adicionales en el chip.

Cada bloque BRAM tiene capacidad para unos cuantos kilobytes de datos (tipicamente
4kiB) y usualmente un FPGA puede contener algunos cientos de modulos BRAMs,
mismos que pueden accederse en paralelo. El acceso a BRAM es muy rapido, una
palabra puede leerse o escribirse en un tnico ciclo de reloj a una velocidad de varios
cientos de Megahertz. Comparado a la RAM distribuida los médulos BRAM proveen
significantemente mas alta densidad pero solo pueden instanciarse a una granularidad
gruesa, haciéndolas la eleccion ideal para almacenar conjuntos de datos de uso
inmediato en el chip. De igual manera que la RAM distribuida, pueden combinarse

multiples modulos BRAM para formar memorias mas largas.

Otro bloque tipico dentro del FPGA son los modulos de procesamiento digital (IDSPs).
Estos modulos  consisten fundamentalmente de multiplicadores y  sumadores
implementados como componentes ASIC dentro del FPGA. Asi estos componentes
exhiben mayores prestaciones en términos de desarrollo, espacio y consumo de potencia
que los que pudiesen haber sido logrados si se implementaran mediante LUTS,
biestables y logica de acarreo. Esta caracteristica hace al FPGA especialmente atractivo
para la implementacion de funciones matematicas, entre las que destacan el filtrado
digital y el anilisis de Fourier. Como con la mayoria de los otros componentes en el
IFPGA, las unidades DSP pueden personalizarse y combinarse con otras unidades

adjuntas DSPs.
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logicas, seguida de la tecnologia de mapeo quien separa las compuertas en grupos que
mejor igualen a los recursos del hardware del FPGA. A continuacion la ubicacion
asigna los grupos logicos a bloques logicos combinacionales y el ruteo determina los
recursos de interconexion que portaran las sefales del usuario. En el proceso es posible
encontrar puntos de simulacion posteriores a la sintesis y al ruteo que permiten depurar
el diseno. Finalmente la generacion de la cadena de bits creara un archivo binario,
que contiene ¢l codigo para configurar los bloques logicos y recursos de ruteo

apropiadamente.
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Figura 2.15 Diagrama de flujo de la implementacion de un circuito o sistema dentro de un

I'PGA.
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Ademds de lo anterior muchos fabricantes proporcionan los llamados nacleos con
propiedad intelectual (IP), los cuales pueden instanciarse en los disefios FPGAs. En
esencia, un nucleo IP es una unidad reutilizable de logica (libre o comercial) que va
desde operaciones aritméticas simples a microprocesadores completos. Un nucleo soft-
1P implementa la funcionalidad correspondiente usando recursos programables estandar
proporcionados por el FPGA, mientras que un Hard-IP refiere a un componente de
silicio dedicado empotrado en la fibrica del FPGA. Los modulos BRAM y DSP son las
formas mas simples de componentes en silicio empotrados. Frecuentemente los
vendedores agregan circuiteria mas compleja para soportar con alto desarrollo y minimo
consumo de espacio en el chip, por ejemplo, las nuevas familias de FPGAs de Xilinx de
la seriec Zynq incluyen procesadores de doble nucleo ARM Cortex-A9, mientras que
Altera produce FPGAs con nacleos ARM empotrados, e Intel en colaboracion con
Altera discfiaron un procesador empotrado (Stellarton} que combina un nucleo Atom

con un FPGA en el mismo paquete.

Esta generalidad y flexibilidad permite que en un FPGA pueda implementarse circuitos
muy complejos e incluso sistemas completos en chip (SOC), equivalentes a millones de

compuertas logicas.

2.5.2.3  Confignracion del FPG.A

La implementacién de un circuito o sistema dentro de un FPGA consiste basicamente
en la creacion de una cadena de bits para configurar el dispositivo (Figura 2.15), un

proceso sitnilar a compilar y cargar un programa en una computadora personal.

El proceso comienza introduciendo el disefio a la computadora mediante un lenguaje de
descripcién de hardware (por ejemplo VHDL o Verilog), un lenguaje de alto nivel (por
ejemplo Handel-C o SystemC), un esquematico, u otro formato. Después de una
simulacion de alto nivel el diseflo abstracto se optimiza para colocarlo dentro de la
logica disponible en el FPGA a través de una serie de pasos: La sintesis logica

convierte construcciones logicas de alto nivel y codigo comportamental en compuertas

37

Capitulo 2: Fundamento Tedrico



G
i

Pachece Bantista D.

Después de que el disefio se ha compilado puede configurarse el FPGA para desarrollar
un calculo especifico simplemente cargando el archive binario dentro de este.
Generalmente, lo anterior se logra ya sea mediante un
mictocontroladot/mictoprocesador quien descarga la cadena de bits al dispositivo o
conectando una EEPROM programada con la cadena de bits al puerto de configuracion
del FPGA. De cualquier modo la cadena de bits debe cargarse cada vez que el FPGA se
encienda, o cada vez que el usuario desee cambiar la circuiteria en el caso de utilizar

reconfiguracion dinamica (T'eubner & Woods, 2013).

2.6 Trabajos relacionados

Existen en la literatura varios trabajos que se han enfocado en acelerar los algoritmos de
alineacion de lecturas mediante hardware especializado, algunos de estos serin revisados

2 continuacion.

SOAP3, presentado en (Liu C.-M. , y otros, 2012), es una presentacion (GPU habilitada
por CUDA del popular software de alineacion SOAP. Sus creadores reportan
aceleraciones de 7.5X comparado a BWA, no obstante, su disefio no sopotta alineacion

con espacios.

CUSHAW presentado en (L, Schmidt, & Maskell, 2012) es también una
implementacion basada en CUDA de los indices de FM, no permite alineaciones con

espacios y reporta una aceleracién de 6X comparado a la version mult-hilos de BWA.

En (Nelson, Towsend, Rao, Jones, & Zambreno, 2012) los autores presentan
SHEPARD una implementacién FPGA de un algoritmo basado en tablas Hash sobre la
plataforma de alto desarrollo Convey HC1. Reportan velocidades extremadamente altas
comparadas con herramientas software como BWA, Bowtie y MAQ. No obstante, su
arquitectura soporta unicamente alineacion exacta y es capaz de alincar solo un bajo

porcentaje de las lecturas entrantes, ademas de utilizar una elevada cantidad de memoria.

En (Fernandez, Najjar, & lLonardi, 2011) se presenta la primer implementacién de

alineacion exacta mediante los indices de FM. Al comparar sus resultados con el
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software de alineacion BOWTIE, obtienen aceleraciones mayores a 100X, sin embargo
al almacenar la tabla de ocurrencia y el vector de frecuencia en modulos BRAM, su

aplicacion se limita a cadenas de ADN relativamente cortas.

Una mejora‘ -jmportante al trabajo de Fernandez y equipo se reporta ‘enr (Arram, Tsor,
Luk, & Jrang, 2013), su método consiste de dos componentes claves, un alineador de
lecturas exacto para el grueso del proceso de alineacién y un alineador aproximado para
los casos restantes. La arquitectura se implementa mediante configuraciéon dinamica cn
el FPGA, maximizando el uso de recursos del mismo. Muestran que una
implementacion particular de su método utilizando un solo FPGA puede ser 293 veces
mas rapido que BWA sobre un procesador Intel X5650, y 134 veces mas rapido que
SOAP3 en una tarjeta NVIDIA GTX 580 GPU.

En (Waidyasooriya, Hariyama, & Kameyama, 2013), se presenta un acelerador hardware
del softwarc BWA, los autores reportan una accleracion de 10X, El disefio unicamente
esta probado en una referencia de pocos miles de pares bases, resultando en una

velocidad de procesamiento menor que la utilizada usando referencias mas grandes.

A excepeion de SOAP3 y CUSHAW, el resto de los disefios son versiones preliminares
y los resultados comparatvos con alincadores software son estimaciones a partir de la

razon de procesamiento.
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El desarrollo acelerado de las tecnologias NGS ha provocado en los dltimos afios el
surgimiento de gran cantidad de programas para la alineacion de lecturas cortas a un
genoma de referencia, debido a las caracteristicas del problema, estos progtamas estan
soportados por algoritmos de elevada complejidad tanto temporal como espacial y
diseflados para ejecutarse en computadoras con multiples procesadores y/o multiples
nucleos. En este capitulo se analizan tales programas, su estructura general,

caracteristicas y un estudio a fondo de sus algoritmos de biisqueda ptincipal.

3.1 Programas de alineaciéon

En la 'actualidad existen mas de 00 programas de alineacion de méteﬁal genomico
(Fonseca, Rung, Brazma, & Marioni, 2012), (Shang, Zhu, Vongsangnak, Tang, Zhang, &
Shen, 2014), (Ruffalo, LaFramboise, & Koyutirk, 2011), (1.i & Hotmer, 2010), cada uno
con diferentes caracteristicas que lo hacen mejor en alguna aplicacién especifica (ADN,
bisulfito, miARN, ARN, etc.) o plataforma de secuenciacion (Illumina, Roche 454, etc.),
algunos permiten alineacion exacta, mientras otros no, también difieren en el nimero de
errores permitidos ¢ incluso en el sistema operativo en el cual se ejecutan. Las Tabla 3.1
resumen las caracteristicas de los programas de alineacion mas representativos al
momento de redactar este documento. En dicha tabla, 1a columna 2 hace refetencia a las
plataformas de secuenciacién soportadas por el alineador codificadas de la siguiente
manera: I para Hllumina, S para ABI Solid, 4 para Roche 454, S para ABI Sanger, H para

Helicos, lon para Ion Totrent y P para PacBio. Los limites en las longitudes de lecturas
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se muestran en la columna tres, utilizando como unidad el nucleotido. La columna 4 y 5
indican si el alineador permite desaparcos ¢ éndels, cuando es posible se ha registrado el
namero maximo permitidos de estos. L.a columna 6 indica si las inserciones y borrados
consecutivos se permiten por el programa. En la columna 7 se muestra las alineaciones
reportadas, en ésta se utiliza la nomenclatura: T-todas, M-La mejor, A-Aleatorio, U-Solo
alineaciones unicas y S-namero de diferencias definidas por el usuario. Las ultimas
columnas indican si el alineador utiliza informacion de calidad de las lecturas y su

habilidad para manejo de lecturas por pares.

Tabla 3.1 Programas de alineacion representativos. La nomenclatura se explica en el texto.

Programa de | Plataforma de Longitud Desaparcos Insercionesy | Indels | Alineaciones | Q P
alineacién Secuenciacién de lectura permitidos borrados cons. reportadas A E
Min/Max Permitidos

Bfast LSo,4,Hcl 11/-- S S S M,AU N ]
Bowtie 1,80,4,84,P 4/1k 5 S N T,M,AS N S
Bwa 1.50,4.52,P 47200 S 8 5 AS s [s
GASSST 1,50,4,5a,P 50/500 S S N AMU

Gmap 1,4,5a,I lelTon,P 8/-- S S S M N N
Magq 1.So 8/63 S S N . N S
Novoaling 1,So,4,lon,P 30/300 8 2 N TMAUS S S
Pass [.So4 23/1K S S S TM S [ s
Rmap 1.S0,4 11/10K S 0 N M, S s
Segmap I 15/500 5 3 N T N N
Shrimp2 1,So,4 30/1K N S N TMR N 8
Soap I 7/60 5 3 N M,AU N S
Soap2 I 27/1k 2 0 S TMA N S
Ssaha2 4,52 15/48K S S N M,S N S
Zoom I,S0,4 12/240 S S N M,S,U S S

Otros dos aspectos de suma importancia son la velocidad de procesamiento y el uso de
memoria RAM que requieren. En (Li & Homer, 2010) los autores realizan la
comparacion de algunos programas de alineacion actuales, mediante el mapeo de 1

millon de lecturas al genoma humano en su version gl8, utilizando la configuracion
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default de cada software. La Tabla 3.2 muestra los programas mas eficientes en tales
aspectos de acuerdo a su experimento, como puede observarse, BEAST y Soap2 son los
programas mas rapidos, utilizando solo 39 y 97 minutos respectivamente, mientras que
Bowtie2 y BWA son los que requieren menores recursos de memoria (5.1 y 7.6 Gb
respectivamente). Estos valores son muy elevados si consideramos que en un proyecto
de re-secuenciacion suele requerirse la alineacion de vacios cientos de millones de

lecturas.

Tabla-3.2 Comparacién de programas de alineacion. Fuente (Li & Homer, 2610).

Alineador  Tiempo Tiempo de pre-  Tiempo de Uso de Tiempo/nt
total procesamiento alineacion memoria
(min) {tnin) {min) (GiB)
BFAST 39 20 20 214 12us
Bowtie2 176 160 ‘ 16 ©~ 51 " 96us
BWA 97 83 14 76  ° 8.4dus
Soap2 82 70 12 7.8 7.2 us

3.2 Aproximacion algoritmica

Algoritmicamente la alineacién de secuencias puede lograrse a través de alguna de las

siguientes estrategias:

1. Un algoritmo nativo, en el cual se escanea el genoma de referencia (R) para cada
lectura (5,), comparando la lectura en cada posicién (p) y seleccionando el mejor
apareo, aunque simple en concepto, la complejidad temporal es muy alta:
O(m/|R|), la cual hace a esta estrategia impractica para cadenas relativamente

largas.

2. El algoritmo de Knuth-Morris-Pratt (Knuth, Morris, & Pratt, 1977), el cual es
una solucién menps nativa, sin embargo su complejidad espacial atin sigue

siendo elevada: O/t m| R1).
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3. Crear un irbol de sufijos para R y posteriormente realizar una busqueda en el
arbol para cada 5. 81 se asume que el arbol es construido mediante un algontmo
lineal en tempo, la complexidad temporal llega a ser: O(m/ +|R|}, un valor
prictico pata los parimetros involucrados en la aplicacién. Adicionalmente, csta
solucién tene la ventaja de que el arbol debe construirse solamente una vez,
guardado y usado repetidamente para mapear nucvas secuencias, al menos hasta
que una version actualizada del genoma se publique. No obstante su
complejidad espacial viene a ser la principal limitante, esto considerando que
cada hoja del arbol debe almacenar los indices donde el sufijo comienza, lo cual
requiere O({R|log|R]|) bits solo para la codificacién binaria de los indices,
compatada con |R|log|X| bits para el texto onginal. .o anterior se traduce en
aptoximadamente 64GB solo pata almacenar el arbol del genoma humano,
cuando el texto del mismo ocupa solo 750 MB. Claramente tal requerimiento

supera la memoria cache de cualquicr computadora personal contemportinea.

4. La cuarta solucion consiste en pre-procesar un genoma de referencia en una
tabla Hash /1, la clave de los Hash son todas las sub-cadenas de longitud /en R,
y el valor de cada clave es la posicion p en R donde la sub-cadena inicia.
Entonces dada S; ¢l algoritmo retorna H(3)). La complexidad temporal del
método es muy buena: Ofm/+/|R|j), sin embargo la complexidad espacial
permanece muy alta: O(|R|+|R|/Mg|R|), ya que debe mantenerse la
representacién binaria de la posicion de cada subcadena. Para subsanar lo
anterior suele trabajarsc a nivel bit, representando cada nucleétido como un

codigo de 2-bits, logtando una compactacion con un factor de cuatro.

Debido a sus ventajas la mayoria de los programas de alineacion de lecturas cortas
utilizan solos dos estrategias: Tablas Hash y Transformada de Burrows-Wheeler {IBW),
esta ultima sicndo el resultado de la evolucion de los arboles y arreglos de sufijos.

Ambas estrategias seran discutidas en los apartados siguientes.
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3.21  Algoritmos basados en Tablas Hash

Para lograr eficiencia, todos los métodos deben basarse en un tipo de pre-computo.
Tablas Hash utiliza la idea de compilar una lista de todas las palabras de longitud /y
determinar una sola vez sus posiciones en el genoma de referencia. Posteriormente
puede utilizarse un algoritmo de hasheo, para transformar una lectura corta en una clave
que permita una busqueda rapida. Aunque esta idea es tedricamente concebible, falla en
la prictica por el uso excesivo de memoria en la computadora, ademas de que, el

esquema bdsico atn no considera alineaciones inexactas,

Una posible soluctdn a este problema es el uso de &-mers (sub-cadenas de longitud £,
con £<4), eligiendo un valor de £ mucho menor a /se pueden almacenar todo los &-wers
traslapados, que aparezcan en la referencia en una lista, ral como se obscrva en la parte a
de la Figura 3.1. Posteriormente cada lectura puede dividirse en semillas de longitud £y
buscarse sobre la lista (ver Figura 3.1, parte b). Si Jas semillas de una lectura se
encuentran en las lista, en ¢l orden correcto vy adjuntas una a otra, la lectura existe en el
genoma (parte ¢ vy d de la Figura 3.1). En términos del espacio utilizado, ahora el
problema es mas tratable ya que hay a lo mucho 4* diferentes &-mers en el genoma. Aun

asi este algoritmo no permite alineacién inexacta.

El algoritmo previc puede medificarse para alinear lecturas permitiendo errores
(desapareos e indels). Suponga que se permiten dos crrores durante la alineacion, en tal
caso se puede asegurar que a lo mucho dos de los &-wers en que se ha dividido la lectura
contendrin errores y el resto de estos no los contendrin, alineindose en forma exacta al
genoma (ver Figura 3.2), lo anterior se conoce como el principto de las cajas o del
palomar. Los k-mer que se alinean perfectamente al genoma constituyen una “semilla”,
y al aplicar un algoritmo mas preciso como los basados en programacién dindmica en la
vecindad de esta semilla, es posible alinear la lectura conteniendo errores. Esta estrategia
de dos pasos llamada “siembra v extiende” se implementa en muchas herramientas tales
como MAQ (T, Ruan, & Durbin, 2008), PASS (Campagna, y otros, 2009), SSAHA2
(Ning, Cox, & Mullikin, 2001) , SOAP (Li, Li, Kristiansen, & Wang, 2008), RMAP
(Smith, Xuan, & Zhang, 2008) y SeqMap (Jiang & Wong, 2008).
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AGCATAGCAT » AGC 1,6 - CATAGC
% GCA 27 !
CAT 38 -
ATA 4
TAG 5 b)
c) +
CAT AGC
3 6 > Apareo
8 - » No Apareo
- 1 » No apareo

d)

Figura 3.1 El algoritmo de hasheo. a) El genoma se divide en 3-mers traslapados v la posicion de
cada uno de estos se almacena en la tabla. b) La lectura también se dividen en semillas de
tamano 3 y se buscan en la tabla Hash. ¢) Las posiciones para cada semilla se comparan unas a
otras c) Se obtienen las posiciones adjuntas y en el orden correcto, las cuales representan una

alineacion exacta.

Siembra Extiende

T@GA@

IO

De la primer semilla: ATGA vs ATCA 1 error
De la segunda semilla: GACA vs ATCA 2 errores

ATCA —» AT
CA

\J

Figura 3.2 El algoritmo siembra y extiende. En el ejemplo, la lectura ATCA se busca en
TATGACA permitiendo un error y usando semillas de tamano 2. En la fase de siembra, cada
semilla se alinea en una posicion. En la extension se observa que solo una de las alineaciones

contiene un solo error.

Alternativamente, las lecturas también pueden ser hashedas, en cuyo caso se busca
igualar regiones del genoma, con longitud igual a las lecturas. Sin embargo, ya que los
secuenciadores de hoy en dia son capaces de producir cantidades de lecturas enormes en

una sola corrida, la solucién demanda demasiada memoria y ha dejado de ser practica.

El problema fundamental del algoritmo siembra y extiende es que las lecturas necesitan

dividirse en subcadenas cada vez mas pequefias cuando el nimero de errores permitidos
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se incrementa. Estas subcadenas tan pequefias suclen producir errores en la fase del
sembrado, puesto que tienen mayor probabilidad de alinearse cquivocadamente en
multiples regiones del genoma (falsos positivos), es por esta razoén que no es comin el
uso de semillas de menos de 10 nucleétidos. Para sobrellevar el problema, algunos
programas como ZOOM (Lin, Zhang, Zhang, Ma, & Li, 2008), GASSST (Rizk &
Lavenier, 2010), BFAST (Homer, Merriman, & Nelson, 2009) y SHRIMP2 (David,
Dzamba, Lister, 1Ie, & Brudno, 2011) han recurrido al uso de semillas espaciadas, es
decir semillas conteniendo posiciones “no importa”, en las cuales el algoritmo no checa
el tipo de nucleéado presente. Por ejemplo, indicando a x como la posicién no importa,
la semilla AGTCxGA es capaz de alinearse a AGTCAGA, AGTCCGA, etc. Es evidente
que utilizar un conjunto de semillas espaciadas en lugar de una semilla regular
incrementa la sensibilidad del método, aunque tiene el efecto lateral de incrementar el

tiempo de cémputo. :

Las herramientas basadas en el algoritmo siembra y extiende gastan la mayor parte del
tiempo en la etapa de extensién, implementada usualmente mediante algin algoritmos
de programacién dinamica, como el Smith-Waterman (Smith & Waterman, 1981) o el
Needleman-Wush (Needleman & Wunsch, 1970), los cuales permiten en forma natural
alineaciones locales con indels y desapareos. Para superar la complejidad temporal de
esta etapa, los programas utilizan optimizaciones comunes de los algoritmos de
programacion dinamica y en algunos casos, como en SHRIMP2, comandos especiales
del CPU para paralelizar el trabajo. Otros métodos agregan un paso intermedio entre la
siembra v la extension, tal es el caso de GASSST, el cual cada vez que encuentra una
semilla, compara rapidamente la region vecina con el resto de la lectura, usando un
algoritmo mucho mas rapido que los de programacion dinamica. La etapa agregada
denominada filtre, consiste en calcular la distancia de Euler, la cual halla el nimero de
letras de cada tipo en las regiones comparadas, s1 por ejemplo se trata de alinear una
regidén conteniendo tres As, con una regidn que conticne cinco As, ¢s evidente la
existencia de al menos dos etrotes en la alineacion, de esta forma las regiones que no
cumplan con este filtro pueden ser descartadas disminuyendo notablemente la carga de
la etapa de alineacién. Esta variante del algoritmo se lama apropiadamente siembra, filfra

¥ extiende.
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3.2.2  Algoritmos basados en TBIW

La transformada de Burrows-Wheeler (IBW), presentada originalmente en (Burrows &
Wheeler, 1994), es un algoritmo que transforma una cadena de caracteres en otra mucho
mas facil de comprimir. [l re-ordenamiento se hace en tal modo que la cadena
resultante agrupa los caracteres similares en la cadena original, de esta forma puede ser
comprimida ficilmente usando codificacion move-fo-fron! v codificacion run-lengih. No
obstante, recientemente la TBW ha encontrado una aplicacién diferente a la compresion
de datos, luego de que Ferragina y Manzini (Ferragina & Manzmi, 2000) mostraron
como la TBW hereda todas las propiedades y potencia computacional de los arreglos de
sufijos, pero requiriendo mucho menos espacio en memoria que estos. De esta forma,
numerosos programas de alineacion recientes como SOAP2 {1, y otros, 2009}, Bowtic
(Langmead, Trapnell, Pop, & Salzberg, 2009) y BWA (Li & Durbin, 2009), utilizan la

TBW como estructura de datos principal.

3.22.1  Transformada de Barrows-Wheeler

Mais que establecer una definiciéon rigurosa de la TBW, en lo que sigue se presenta el

algoritmo mediante el ejemplo simple mostrado en la Figura 3.3.

Sea R=TAGATACA la cadena de entrada a transformar, X={A,C G, T}, el alfabeto
sobre el cual es construida la cadena, y § un caracter especial lexicograficamente menor
que todos los otros caracteres en X. El algoritmo comienza agregando el caracter
especial § a la cadena de cntrada R, de esta forma obteniendo la secuencia
R=TAGACAGAY$, el caricter especial es necesario para poder revertir la
transformacion y mantener la compatibilidad con el arreglo de sufijos equivalente, como
se vera en el capitulo siguiente. Posteriormente se generan todas las rotaciones de R’y
se colocan en un arreglo conceptual como se muestra en la Figura 3.3a, observe como
en tal arreglo pueden identificarse todos los suffjos posibles de la cadena R. Finalmente
las rotaciones se ordenan lexicograficamente como se muestra en la Figura 3.3b. La

ultima  columna del arreglo es la  transformada buscada, en el ejemplo:
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L{H=AGGCTAAAS. En los arreglos de la Figura 3.3 las variables 7 y (i) representan el
indice de los arreglos, v el arreglo de sufijos cotrespondientes, ambas colocadas

solamente por claridad.

Note como aut a pesar de que el uso asintdtico de memotia es O'(.llR'|), la cantidad de
almacenamiento que se requiere para guardar la TBW es significantemente mas pequefio
que el necesario para un arreglo de sufijos. Almacenar la TBW requiere el mismo
espacio que el texto original, ya que esta es solo una permutacién de dicho texto.
Adicionalmente, en el caso que nos concierne, el alfabeto consiste de solo cuatro letras,
de tal forma que cada una de estas puede representarse mediante dos bits, asi para
almacenar la TBW del genoma humano se requicte ~2*3*10° bits, en lugar de los
~32%3*10’ bits del atreglo de sufijos del mismo, suponiendo que cada entero utiliza 32

bits, como en la mayoria de las aplicaciones.

: i |86 L1}
0 T'TAGACAGATES Dt [s T A G A A GIA
1 (ST AGACAGA 1§2[A § T A G A C AG
2 (A8 T AGACAG 216 |A C A G A S T A|G
3 IGASTAGACA 34 |A G A S T A G ALC

. 4 JAGAS TAGAEZ 4{8|A G A C A G A ST
5 |CAGAS TAGA 5{5|C A G A S T A G|A
6 |ACAGASTAG 613|G A § A G A ClA
7 |GCACAGAS T A 717G A C A G A S T|A
8 AGACAGAS T B0l A G A C A G AlS

5 ; . . 1';)'

Figura 3.3 La transformada de Burrows-Wheeler de la cadena R= TAGACAGA. a) Después de
agregar el caricter especial a la cadena R, se crean todas sus rotaciones escribiéndolas en una

matriz conceptual. b) las filas de la matriz se ordenan lexicograficamente, siendo Ia tltima
columna el resultado de la transformacién, '

. - [ - : ot PR 1 .3 . =
ol e Ty T T PR oL T *

La transformada de Burrows Wheeler es un proceso reversible, lo que significa que
existe un procedimiento mediante el cual es posible recuperar el texto original a partir

del resultado de la transformacion. El algoritmo de teconstruccion lineal en tiempo fue
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presentado en (Burrows & Wheeler, 1994) y esta basado en la propiedad conoada como

mapeo Ultimo-Primero (LF), enunciada a continuacion:

Lema: (Propiedad de mapeo Ultimo-Primero) La j-ésima ocurrencia de una letra en particular
X en la sltima columna (1) de la matric TBW, e5 la misma letra como la j-ésima ocurrencia de X en

la primera columna (F).

Comprobacién: Sea X la j-ésima ocurrencia del caracter X en I, a el caricter que sigue a X
y f el caracter que sigue a Xq+: ambos en la cadena original R. Entonces, ya que X
aparece arriba de X1 en I, ¢ debe ser 1gual o lexicograficamente mas pequeno que £.
Esto es cierto ya que los caracteres en [ siguen en una posicion a los caracteres en L en
cada fila y cada columna se encuentra ordenada lexicograficamente. De aqui que,
cuando el caracter X; apatezca en F, este nuevamente estara arriba de X, ya que ay j,

ahora aparece en la segunda columna y Xa< X§.

Informalmente, para recuperar la cadena original R a partir de su transformada, sc hace
referencia a la primera y la dltima columna de la matriz TBW (IY y L respectivamente),
las cuales para el caso del ejemplo previo se muestran en la Figura 3.4. En esta Figura
cada subindice indica la postcion relativa de aparicion en la columna respectiva, también
conocida como rango del caracter, el simbolo $ no fue etiquetado, puesto que aparece

slempre en una sola ocasion.

El procedimiento comienza identificando el primer caracter en la columna L, ¢l cual en
este caso es ~1;., mismo que se intuye ser el Gltimo en la cadena original, al aparecer a la
izquierda del simbolo $ (Recuerde que al ser cada fila una rotacién del texto, cada
caracter en L precede al caracter en I’ en esa misma fila). Por la propiedad del mapeo
I.F, ese mismo cardcter se encuentra en la fila 1 de la columna F, y es precedido a la
izquierda por el caricter G; (Gltimo caracter de esa misma fila}. G a la vez encuentra su
mapeo en la posicion 6 de Fy puede notarse que es precedido por .. El procedimiento
continua de esta manera hasta alcanzat el caricter especial, al hacerlo se tiene la cadena

original recuperada de derecha a izquicrda T1AG2A2C1A:GAS.
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i [F I :
ols ... A
tlAr Gy
2 A2 L G
31 Ay L Cy
alAy oL I
50C ool Az
611G ol As
716Gy As
8Ty ... $

Figura 3.4 La primera y la dltima columna de la matriz TBW ctiquetados de acuerdo a la
propiedad del mapeo Ultimo-Primero.

3222  ILos tudices de FM

Seis aftos después de que la TBW fuera publicada, Paolo Ferragina y Geovanmi Manzini
publicaron un ardculo (Ferragina & Manzini, 2000) en el que se describia como la TBW,
junto con algunas estructuras dc datos auxiliares, podria usarse como un indice de R
eficiente en espacio, a lo que llamaron indices de FM. Estas estructuras generalmente
usan menos de la mitad del espacio requerido para almacenar |R| enteros. Asi como el
mapeo LF fue la clave para entender como la TBW es reversible, también es la clave

para entender como esta puede ser usada como un indice.

Suponga que se desea buscar las ocurrencias del patron P=AGA en la cadena de
referencia R del ejemplo anterior. Puesto que al igual que el arreglo de sufijos, la matriz
TBW esta ordenada lexicogrificamente, las filas que contienen a P como un prefijo se

encontraran de manera consecutivas.

El procedimiento de bisqueda se basa en el indice formado por F, L. y un vector que
contiene el rango de los caracteres en L. denominado apropiadamente vector de rango
(Figura 3.5a). La busqueda inicia, encontrando las filas que comienzan con el suffjo mas
corto de P, A en este caso, lo anterior es trivial puesto que la primera columna es patte

del indice, estas filas son aquellas en el mntervalo [1, 4] (Figura 3.5b).
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A continuacion puede agregarse el siguiente caracter a la bisqueda formando el segundo
sufijo mas corto del patron: GA. El espacio de busqueda ahora esta limitado al intervalo
[1,4] hallado previamente. Observando la columna L. en ese rango puede determinarse
que existen dos filas en las cuales G precede a A (filas 1 y 2) y al aplicar el mapeo LF
utilizando el vector de rango puede hallarse que esos mismos caracteres se localizan en
las filas 6 y 7 de I, en otras palabras, se ha obtenido un nuevo intervalo de busqueda:

[6,7], como se muestra en la Figura 3.5c¢.

i | F L | Rango NG I | Rang
018 v A1 05 T A G A C A G A
I G 1 I 0w i1 e S o T O o
21A G |2 Ot | A G R G AT T A (|2
3l A C 1 Bl A S AT R G A
A T (1 PR e SRl e Tk a1 A
S1C A2 50/C A GAS T AGA|2
o | S cansmmencn |3 6]G AS T AGACA|3
706 ... A4 sl oo 8 @x A T ala
BT oo $ |1 8T A GACAGAS|I
a) b)
i | I I. | Rangc 1| F 1. | Range
0SS T A GACAG AT 01S T A G AC A G AL
1lA S T AGACA G| 1|A 8 T AGAGCA G|1
2/A C A G A S$ T A GJ2 2]1A C A G A ST A G2
30A GAS T AGAC|1 T [ A e e R R
4/A G ACAGAS Tl 4 A GAATEIATG A T
50C A GAS T AGA|2 5(C A GAS TAGA]/2
e O et Yo e e e . el 1] o 6/G A S T AGACA|3
| el i o L e U 7/G A CAGAS T A4
8T A GACAGAS |1 80T A GACAGA S|
c) d)

Figura 3.5 Busqueda del patron P=AGA en la cadena de referencia R=TAGACAGA. a) Fl
indice esta formado por el vector de rango, la ptimera (F) y la Gltima (L) columna de la matriz
TBW. b) Intervalo hallado al considerar el suffjo mas corto del patrén: A. ¢) Nuevo intervalo al
extender el suffjo: AG. d) Intervalo final al extender nuevamente el suffjo: AGA.
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Posteriormente se agrega el Gltimo caracter del patron, formando el sufijo AGA.
Nuevamente revisando L. en el intervalo encontrado, puede observarse que existen dos
filas en las cuales A precede al prefijo GA (filas 6 y 7), y al aplicar el mapeo LF se halla
que esos mismos caracteres en L. se encuentran en las posiciones 3 y 4 respectivamente,

el cual efectivamente es el intervalo en el que el prefjjo buscado aparece (Figura 3.5d).

Este procedimiento se denomina busqueda hacia atras. En resumen, consiste en aplicar
el mapeo LF repetidamente para encontrar el rango de filas prefijadas por sufijos de P
alargados progresivamente, hasta que el rango llegue a estar vacio, lo cual ocurre s1 P no
existe en R, o hasta que se termine con los sufijos, en cuyo caso el tamafio del rango es
el nimero dc veces que P ocurre en R. Observe como en la Figura 3.5 se incluyo la
matriz TBW completa solo por clatidad, interviniendo en este ejemplo inicial solo la

primera y dltima columna de la misma.

La complejidad temporal del mismo puede mejorarse si en lugar de almacenar un vector
de rangos se almacena la matriz de ocurrencia Oc, en cada fila de tal mattiz se guarda un
entero para cada caricter del alfabeto igual al nimero de veces que el caricter ha
apatecido en I, hasta ese niimero de fila e incluida esta, lo anterior puede observarse en
la Figura 3.6. Ahora en lugar de escanear la titima columna, simplemente se busca el
caricter apropiado en los extremos izquierdo y derecho del rango actual, si no hay
diferencias entre Jas dos busquedas, ¢l caracter no ocurre. S1 hay una o mas ocurrencias

del caricter, la busqueda dara los rangos de esas ocurrencias.

Matriz de Ocurrencias
it ! A C G T
01s A 1 0 QO 0]
1iA G 1 i} 1 0
21A . G 1 4] 2 0
31 A C 1 1 2 0
41 A T 1 1 2 1
5]¢ A 2 1 2 1
6 |G A 3 1 2 1
771G A 4 1 2 1
8:T s 4 1 2 1

Figura 3.6 Indice de la secuencia de referencia R=TAGACAGA incluyendo la Matriz de
ocurrencias ()
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El algoritmo de bsqueda formalizado, adaptado de la referencia (Ferragina & Manzini,
2000), se presenta en el Listado 3.1. En este interviene la matriz de ocurrencias O
previamente definida y el vector de frecuencias C de longitud |2| en donde (%]
representa el nimero de caracteres en R que son lexicograficamente mas pequefios que
‘x” sin considerar el caracter especial §. En el ejemplo particular que se ha seguido este

corresponde a:

Listado 3.1 Alpotitmo para realizar biisquedas exactas usando los indices de FM

1 function EXACIMATCH (R, C, Occ)
2 i |P|-t

3 £ 0

4 f—|R|-1

5 while £ </ iZ0de

6 g« Pfij

7 ke— Clo] + Oufok-1] + 1
8 {+— Cla] + Oufod]

9 ez 1

10 end while

11 ifk </then

12 return {kl} .

13 else

14 teturn {®}

15 end if

16 end function

Las variables £ y / representan los extremos actuales del intervalo inferior y superior
respectivamente, I’ el patrén buscado, 7 un apuntador y ¢ una variable que contene el
caracter del patron procesado actualmente. Las lineas 2 a 4 micalizan el proceso
colocando ¢l indice 7 apuntando al cardcter mas a la derecha del patrén v los indices £y /

indican el intervalo mas grande posible de bisqueda (0 y | R|-1, respectivamente).

l.as lineas 5 a la 10 forman el nicleo del proceso, basicamente el bucle toma uno a uno

los caracteres del patrén de derecha a zquierda, aplicando el mapeo Gltimo a primero en
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las lineas 7 y 8 para definir el nuevo intervalo de busqueda, tal como se explico
previamente. Observe como el término C/o] + 7, en realidad sefala la primer posicion

de aparicion del caricter o en la primera fila y se suma al termino Occ[o,k-1], que
representa el nimero de ocurrencias del mismo caracter hasta la fila k-1, para obtener el
mapeo deseado. Finalmente el algoritmo retorna el intervalo [£,] si & = /o un intervalo

vacio en caso contrario (lineas 10 a 15).

la complejidad temporal del algoritmo es O(|P|), el hecho de que la complejidad en
tiempo no dependa del tamano de la cadena de referencia es sumamente ventajoso para
estc tpo de aplicaciones, en donde secuencias cortas se alinean a cadenas

extremadamente largas tales como el genoma humano.

En la Tabla 3.3, se muestran los resultados en cada paso del algoritmo al buscar el
patron P=AGA en la cadena de referencia R = TAGACAGA. Note como el algoritmo
retorna los indices de las filas en la matriz de transformacion que comienzan con el
patron pero no provee la ubicacion de cada concordancia en R. La forma inmediata de
obtenerla es a través del arreglo de sufijos, sin embargo almacenarlo completamente
requiere demasiada memoria, en su lugar solo se guarda un grupo de filas con posiciones
pre-calculadas denominadas “marcas”. Entonces, si el algoritmo retorna un valor
correspondiente a una marca, se toma ese valor inmediatamente, en caso contrario, debe
aplicarse sucesivamente el mapeo LF hasta encontrar otra marca. I.a suma del valor de
la marca original con el nimero de veces que se aplico el mapeo LF, dara la ubicacion

deseada.

Tabla 3.3 Resultados de la busqueda del patron P=AGA, en la referencia R=TAGACAGA

Iteracién ‘ o K T
Inicio 2 0 8
1 2 A ks ClA] + Oce[A,-1 ] + 1=1 /e C[A] + Occ[A8 ] =4
2 1 G ke C[A] + Oce[A,-1 ] + 1=6 le— C[A] + OcefAS | =7
3 0 A ke C[A] + Occf A1 ]+ 1=3 [ ClA] + Ow[A8 ] =4
Retorno 3 4
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El esquema que acaba de presentarse no toma en cuenta busquedas aproximadas. No
obstante es posible adaptar el algoritmo para conseguirlo, habitualmente lo antetior se

logra mediante uno de los sigutentes métados:

Expresando la bisqueda aproximada en términos de muchas bisquedas exactas.
La idea basica es crear la vecindad de palabras del patron P, que se encuentren a

una distancia de edicidon® 4 (siendo 4 el nimero de diferencias permitidas en la

- bisqueda). Una vez generada la vecindad simplemente se busca cada palabra

_ sobre el indice y se guarda cada acierto como una concordancia aproximada en

esa ubicacidon dentro del texto. Lo antertor puede sonar muy sumple sin
embargo, el tamafio de la vecindad crece abruptamente al incrementar el nimero
de diferencias permitidas. El tamafio de la vecindad de una palabra fue limitado
a O(| P[] Z|% en [43], asi si se intenta crear la vecindad de una lectura corta de

ADN con 32 bases nucleicas de longitud y permitiendo 3 diferencias, el namero

~ de palabras seria de 2 985 984. Debido a la explosion combinatotia, ¢l método

solo es practico pata valores pequefios de 4.

Adoptando la estrategia siembra y extiende. La técnica es idéntica a la presentada
en la seccion 2.5.2. De acuerdo a los parametros de la blisqueda algunas sub-
cadenas del patrén son localizadas en forma exacta en el indice y sumadas a una
lista de concordancias candidatas, Jas cuales son posteriormente examinadas
altededor de sus posiciones mediante un algonitmo mas preciso, validando o no

la concordancia del patron completo.

El lector interesado puede encontrar en (Navarro, Baeza-Yates, Sutinen, & Tarhio,
2001), una descripcion mas detallada acerca de postbles modos de hallar concordancias
aproximadas Debe notarse que, distinto a lo que pasa con tablas Hash, en tal esquema
de busqueda no se modifica el indice al permitir diferencias, la extension es siempre

realizada algoritmicamente, pero desarrollando una busqueda mas compleja.

2 ).a distancia de Levenshtein o distancia de edicién, s ¢l nimero minime de operacioncs requeridas para transformar
una cadena de caracteres en otra. Entendiendo por operacion, una insercidn, una eliminacién o la substiteeidon de un
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4 DISENO E IMPLEMENTACION

En el capitulo anterior se analizaron los principales algoritmos de busqueda que utilizan
los programas de alineacion actuales, también se mostré como una busqueda inexacta,
puede implementarse 2 partit de multiples biisquedas exactas, lo que permitié concluir
que acelerar la ejecucién de tales algoritmos repercutiti de manera importante en el
desempefio global del programa. Hste capitulo se enfoca en discutir como el algoritmo
de Ferragina y Manzini o Indices de FM, puede mapearse en hardware reduciendo
notablemente los tdempos de ejecucion. La eleccién del mismo estd fundamentada en
tres principales razones: su relativamente bajo uso de memoria RAM, la facilidad de
adaptarlo a basquedas inexactas sin modificar los indices y a sus operaciones logicas y
aritméticas las cuales son multiples pero muy simples e ideales para implementarse en un

dispositivo légico programable.

4.1 Especificaciones del disefio

Antes de proponer una arquitectura para el alineador deben establecerse las
especificaciones del diseio y discutir algunos aspectos immportantes en relacion a la

implementacion hardware. En general se desea:

- Disefiar e mplementar un acelerador hardware del algoritmo de busqueda
exacta basado en los indices de FM. | | | o
. La capacidad del sistema serd tal que permita la alincacién de millones de
lecturas con longitudes entte 35 y 64 nucleGtidos a genomas de referencia tan

grandes como el genoma humano (3 000 millones de nucleétidos).
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- El diseio debe reportar todas las alineaciones exactas de una lectura, las
mexactas quedan fuera del alcance de este trabajo.

- La meta fundamental es optimizar la razén de procesamiento, maximizando el
nimero de lecturas procesadas por unidad de ticmpo. El area es impottante
puesto que influye en el nimero de alineadores dentro de un FPGA y por
consiguiente la velocidad. La latencia y la potencia no son objctivos cn este
momento.

- Fl sistema debe incluir algin mecanismo que permita corroborar el
funcionamiento del acelerador comprobando que sus resultados son los mismos

que los entregados con una funcién en software.

El principal ptoblema con respecto a una posible mmplementacion hardware del
algotitmo de busqueda exacta discutida en la seccion 3.2.2.2, es que las interacciones
dependen de los valores calculados en las interacciones previas. El algoritmo de
busqueda exacta no permite realizar calculos intermedios de manera anticipada, asi, es
imposible pre-calcular el intervalo en el arreglo de sufjos en el cual una bhsqueda

termina antes de hacer la siguiente.

Otro inconveniente es la gran cantidad de espacio en memoria que se requiere para
almacenat los indices de FM. En particular, un sistema con la capacidad descrita cn la
seccién previa v suponiendo que los enteros se almacenan en un formato de 4 bytes,
como en la mayoria de las computadoras, utilizarta |X] x |[R] x 32 = 48 GiB,
unicamente para almacenar ¢l arreglo de ocurrencias. El arteglo de sufijos a su vez

necesitaria |R| x 32 = 12 GiB, mientras que el vector de frecuencias |X| x 4 = 16 B.

El espacio para almacenar las lecturas también es un punto importante, por ejemplo en
un proyecto de re-secuenciacion tipico se requiere alinear alrededor de 100 000 000 de
lecturas, si cada una tiene una longitud de 64 nuclebtidos se necesitarian
aproximadamente 6.4 GiB adicionales en memotia, suponiendo que cada nucleotido es

almacenado como un caractet.
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4.2 Optimizando el uso de memoria

Los problemas de memoria discutidos previamente, pueden resolverse si en lugar de
almacenar el arreglo de ocutrencias (Oc) en su totalidad, Unicamente se almacenan
ciertas filas de la misma, denominadas marcas, vy recuperar ¢l resto al momento de ser
necesarias, lo antertor se logra contando los caractetes en el segmento apropiado de la
TBW. Por ¢jemplo, en Figura 4.1a se muestra la matriz de ocurrencia del ejercicio que se
ha tratado a lo largo del documento, y en la Figura 4.1b la matriz de ocutrencia reducida
(OuR) de la misma, en esta dloma se ha almacenado una marca por cada cuatro filas de
la matriz otiginal, si por ejemplo, en alguna iteracién el algorntmo necesita el valor de
ocurrencia de la Adenina en la fila 6, se lee el valor de la Adenina en la marca inferior
mas proxima (marca 4 en este caso), el cual es 1, y se suma al numero de Adeninas que
aparecen en el segmento de la TBW comprendida en la posicion de la marca 4 y la
posicion 6 de interés, el cual es 2, dando como resultado el valor 3, mismo que es el

buscado como puede confirmarse al observar la matriz original ¢n esa posicion.

i T8W Matriz de Ocurrencias {Dcg) i TBW Matriz de Ocurrencias Reducida (OccR)
A o] G T A c G T
o A 1 4] 0 0 0 A 1 0 0 0
1 G 1 0 1 0 1 G
2 G 1 o] 2 0 2 G
3 c 1 1 2 0 3 c b
4 T 1 1 2 1 4 T 1 1 2 1 ’
5 A 2 1 2 1 5 A
[ A 3 1 2 1 6 A
7 A 4 1 2 1 7 A
8 $ 4 1 2 1 8 § 4 1 2 1
a) b)

- Figura 4.1 a) Matriz de ocurrencia (Occ), contrastada con b) Matriz de ocurrencia reducida
(OccR).

Ls evidente que al almacenar una de cada n filas en la matriz de ocurrencia se tienc una

compactacion en un factor n. Hsta técnica es una de las principales aportaciones de
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programas como Bowtie y BWA que les permite ejecutatse en computadoras de
escritorio y laptops convencionales con minimo uso de memoria RAM. En este trabajo
se adopta la cstrategia almacenando una de cada 64 filas requiriendo unicamente

alrededor de 750 MiB para la OwR del genoma humano.

Adicionalmente tanto 1la TBW como las lecturas se codifican utilizando trnucamente 2
bits por nucleétido, en lugar de un byte completo, logrando una optimizacion en el uso
de memona en un factor de 4 en ambas estructuras. [Las bases nucleicas se codifican de
la sigutente manera: 00 para la adenina, 01 para la Citosina, 10 para la Guanina y 11 para
la Timina, mientras que el caracter especial $ no sc almacena, requiriendo un maodulo

especial de correcciéon en el disefio, para evitar errores durante la alineacion.

Los nuevos requisitos de memoria del sistema ahora son menores y se muestran en la
Tabla 4.1. En esta, solo se consideran las estructuras que se enviaran a la memoria local

de la tarjeta de aceleracion.

Tabla 4.1 Requisitos de memoria del sistema de aceleracion.

TBW OccR Vector de frecueticias Total
=750 MiB | =750 MiB | 16B =1.5 GiB

4.3 Maximizando el ancho de banda logico

De acuerdo a la discusion previa, para recuperar el valor de ocurrencia de un nucledtido
en especifico, el algoritmo requiere en cada iteraciéon de: 1) Los datos de la marca
inferior inmediata a la posicion buscada y 2) el segmento de la TBW comprendida entre
las posiciones de las marcas inferior y superior mas proximas a la de interés. Listo
sugiere almacenar en posiciones consecutivas ambos datos y recuperarlos en un solo
acceso a memoria, de esta manera maximizando el uso del ancho de banda logico de la
tarjeta de desarrollo y en consecuencia acelerando la aplicacion. .o anterior puede
ejemplificarse en la Figura 4.2, en donde se han almacenado de manera apropiada las

marcas y los segmentos de la TBW del problema que se ha utilizado como ejemplo.
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Figura 4.2 Almacenamiento intercalado de OxR y TBW para optimizar la velocidad de
procesamiento.

La técnica es conocida en el area de arquitectura de computadoras como intercalado de
memotia, y se utiliza en el presente trabajo en virtud del elevado ancho de banda l1ogico

de la tarjeta Pico Computing M505 k325T utilizada como soporte para el acelerador.

La tarjeta M505 k325T es capaz de transferir datos de hasta 256 bits (32 bytes) en una
sola lectura, esto llevo a la eleccion del valor 64 como intervalo 6ptimo entre marcas, es
decir, cada linea en el mapa conceptual de memoria puede almacenar 256 bits, los 128
bits mas significativos contendran los cuatro valores de una fila de la matriz de
ocutrencia reducida mientras que los 128 bits menos significativos pueden almacenar
segmentos de la TBW de hasta 64 nucleotidos, justo el tamafio del segmento de la TBW

involucrada en cada ealeulo. e e

Lo antetior se representa en la Figura 4.3 para las primeras filas del mapa, en esta figura
la letra X’ representa un byte almacenando valores de ocurrencia y la letra °Y” un byte
almacenando caracteres de la TBW. Si por ¢jemplo se utilizard un valor inferor a 64
como el 32, se seguiria utilizando 128 bits para almacenar los valores del arreglo de
sufijos pero se usarian solo 64 de los disponibles 128 bits menos significativos para
almacenar los 32 nucledtidos del segmento, un sistema como tal haria un uso ineficiente

del ancho de banda logico.

00000000 XX XXX X XXX XKXXKX YYYYYYYYYYYYYYYY
00000020 KXXXXXXXXXXXXKKK YYYYYYYYYYYYYYYY
00000040 XXXXXXXXXXXXXXKK YYYYYYYYYYYYYYYY 5
00000060 XXX KX XXX XNXXKE YYYYYYYYYYYYYYYY
00000080 XXXXKKXNXXNAKKKK YYYYYYYYYYYYYYYY
000000AD XK XXX XXX KK YYYYYYYYYYYYYYYY

Figura 4.3 Primneras fitas del mapa conceptual de memoria de Ia DRAM en la tarjeta M505
k325T, al utilizar un valor entre marcas de 64.
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Es importante en este punto discutir la manera de encontrar los datos necesanos para el
calculo de un valor de ocurrencia solicitado por el algoritmo. Para esto £ (o /) debe
interpretarse como formado por dos partes, los 26 bits mas significativos representan el
namero de marca (o del blogque al cual pertenece), mientras que los 6 bits menos
significativos ¢] desplazamiento a partir de Ja marca. Por ejemplo si se desea acceder a la
linea 332 de la matriz de ocurrencia, los bits de & (o /) se intetpretarfan de la siguiente

forma:

(0000000000000000000000101 001100

Marca - Desplazamiento

Ly .

Es decir el valot deseado se encuentra en el bloque de la matriz de ocurrencia que inicia
en la marca 5 y 12 posiciones delante de ésta. Basta ahora multiplicar este valor por el
numero de bytes que comprenden una linea del mapa conceptual (32) en este caso, de
esta forma la diteccién fisica que contiene los datos necesarios es 5 x 32 =160, o bien la

direccion hexadectmal AQh.

4.4  Modificaciones adicionales al algoritmo

El algotitmo de alineacién exacta presentado en el Listado 3.1, calcula en cada iteracion
nuevos valores de las variables £y /a partir de las ecuaciones:
k =Clal + Ocfoke-1] + 1 R [3]
/= Clol + Oufcl] - [4]
Estas ecuaciones no representan ningun problema st se piensa en una implementacion
software. Sin embargo en una implementacién hardware es descable lograr estructuras
lo mas sitmétricas posibles. Para conseguir lo anterior, las ecuaciones 3 y 4 fucron
reemplazadas en el algoritmo ofiginal por las siguientes:
k =Cfo] + Ocufok ] : 5]

/= Clo] + Owfol] o ) 6]
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Para no alterar los resultados, el vector de frecuencias ahora representari el nimero de
caracteres en R que son lexicograficamente mas pequefios que ‘%’ considerando el
caricter especial §, y el arreglo de ocurrencias Occ contendra el nimero de veces que el
catricter ha aparecido en la TBW, hasta ese nimero de fila pero sin incluir ésta, ademas

la condicion de abandono prematuro de ciclo while debe cambiarse de k</ 4 &</

4.5 Esquema general del sistema

Después de conocer las especificaciones del diseno, modificar apropiadamente el
algoritmo para maximizar su simetria y analizar posibles estrategias para optimizar el uso
de memoria y la velocidad de procesamiento, se establece en la Figura 4.4 el esquema

general del sistema de aceleracion, el cual consiste de tres médulos fundamentales: el

productor, el procesador o firmware y el consumidor.

El consumidor es un médulo software programado en C y ejecutado en el procesador
anfitrién, tiene como funciones el manejo de archivos, la creacion de los indices de FM
del genoma de referencta: Arreglo de sufijos, Transformada de Burrows-Wheeler, Matriz
de Ocurrencia reducida y vector de frecuencia, el envio de los mismos y de las lecturas al
moédulo procesador, la deteccidon y diagnéstico de la tarjeta de aceleracién, y la
configuraciéon del dispositivo logico programable mediante la carga del archivo con
extension .bit. Adicionalmente realiza una estimacion de los resultados mediante

funciones software.

'

El procesador es un médulo firmware y el principal del proyecto, consiste de multiples
bloques de alineacion trabajando en paralelo, comunicados con el productor y el
consumidor mediante el modelo de cadenas y con la memoria DRAM local mediante el
protocolo AXI. Esta descrito en el lenguaje de descripcion de hardware Verilog, y se

ejecuta directamente en el FPGA de la tatjeta de aceleracion.

Finalmente, ¢l consumidor es otra funcién software programada en C y ejecutada en el
procesador anfitrion, tiene como objetivo leer los resultados del modulo firmware,
comparatlos con la estimacion software realizada por el productor y escrbir los

resultados con el formato apropiado en disco duro.
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{Picacomputing)

[figura 4.4 Diagrama general del sistema.

Lin conjunto los tres bloques trabajan de la siguiente manera:

El prodﬁctor lee del disco duro el archivo de configuracion del FPGA, verifica
que exista una tarjeta de aceleracién apropiada y configura el dispositivo légico
programable.

Obtiene del disco duro el genoma de referencia y genera sus indices de FM,
incluyendo la matriz de ocurrencia reducida.

l.ee una a una las lecturas y realiza una estmacion de los resultados de la
alineacion.

Codifica cada caracter de TBW a dos bits y la envia junto con la matriz de
ocurrencia reducida a la memoria DRAM de la tatjeta de aceleracion.

Envia el vector de frecuencias y un comando de configuracion a los registros del

FPGA. Dicho comando contiene informacion de la longitud de las lecruras, el
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numero de estas, la posicion del caracter especial (§) en la TBW y el tamaifio del
genoma de referencia.

6. Las lecturas codificadas previamente a dos bits se envian a los ndcleos de
alineacion.

7. Cada nicleo en el firmware trabaja en forma independiente alineando una
lectura, obteniendo la informacién de ocurrencias y la TBW de la memoria local
de la tarjeta.

8. Cuando un nicleo termina su alineacion comunica su estado al médulo
consumidor.

9. El médulo consumidor rectbe los resultados de la alineacion (intervalo &£y A, y
los compara con los obtenidos mediante la esttmacion software.

10. El médulo consumidor informa al productor de un nicleo de alineacién vacio y
este carga una nueva lectura al mismo. B

11. Cuando todas las lecturas se han procesado el consumidor altmacena los

resultados de la alineacion en disco duro.

En la seccién 4.7 se dardn mas detalles de los médulos productor y consumidot, en lo
que sigue se describirz los bloques que constituyen al médulo productor o firmware,

siendo este el tema central de 1a tesis.

4.6 Niucleo de alineacion

El nacleo de alineacion es el bloque principal del médulo firmware (Figura 4.5), en éste
se implementa la funcién de alincacion exacta presentada en el Listado 3.1, con las
adaptaciones realizadas al principio de este capitulo. La unidad puede dividirse en 2
secciones: la trayectoria de datos y la unidad de control, la primera integrada a su vez
por los registros de proposito especifico, las unidades de procesamiento y el

conmutador de memonra.
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4.6.1  Registros de propdsito espectfico

Existen cuatro registros de proposito especifico, cada uno con una longitud de 128 bits:

el registro de configuracion, el registro de lecturas, ¢l vector de frecuencias y el registro

de resultados.

El registro de configuracién mantiene la informacién del proceso de alineacion que se

realiza actualmente y estd organizado de la siguiente manera:

Bits 31:0 Longitud del genoma de referencia.
Bits 63:32 Posicion del caricter especial ($) en la TBW.
Bits 95:64 Longitud de las lecturas.

Bits 127:96  Nuamero de lecturas a procesar

El registto de lecturas, es un registro de desplazamiento, que contiene la lectura
procesada actualmente. Debido a su longitud de 128 bits puede almacenar lecturas

cortas de hasta 64 bits de longitud.

HI registro vector de frecuencias, almacena cuatro enteros de 32 bits, cada uno
representando a un clemento del vector del mismo nombre de acuerdo a la

nomenclatura de los indices de FM.

Finalmente, el registro de resultados contiene los intervalos en donde la lectura alineada
ha sido encontrada dentro de la referencia, patamcetros £y / del algoritmo de alineacion,

y esta organizada de la siguiente manera

Bits 31:0 Patametro /£
Bits 63:32 Parametro £&.
Bits 95:64 No usado en la implementacion actual.

Bits 127:96 No usado en la implementacién actual.

4.6.2  Las unidades de procesamiento

Las umdades de procesamiento son los bloques que realmente procesan la informacion.

La primera de ellas, opera para calcular el siguiente valor £ del algotitmno, de acuerdo a la
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ecuacion 5 y esta formado por los multiplexores Mux1 y Mux?2, el registro Regl, el
contador de caracteres Ntcounter] y el sumador Adderl. La segunda a su vez calcula el
sigulente valor de / de acuerdo a la ecuacién 6 y estd formado por los multiplexores
Mux4 y Mux5, el registro Reg3, el contador de caracteres Ntcounter2 y el sumador
Adder2. Ambas unidades tienen funcionalidad idéntica, por lo que en lo que sigue

unicamente se describira la primera de estas.

El multiplexor Mux1 elige st £ contiene el valor inicial del algoritmo, es decir £=0 (o
/=nimero de caracteres en la referencia, para Mux5 en la scgunda unidad), o bien ¢l
resultado de la iteracion previa. El valor de £ se utliza para calcular la direccion fisica de
la informacion necesaria para hallar el valor de O(0;£€), bisicamente se extraen los bits
31:6 y sc concatenan con 5 bits ceros a su derecha, con lo que se obtiene su
multiplicaciéon por 5, el resultado es la sefial £p la cual es enviada a las lineas de direccidon

de memotia.

Los datos de lectura se reciben en Ia sefial OaThw £, los 128 bits mas significativos
contienen el segmento de la IBW involucrado en el calculo y se alimentan directamente
a los contadores de nucledtidos, los 128 bits menos significativos contienen los cuatros
valores de las matca y se alimenta al multiplexor Mux2, ¢l cual transferird a la sefial
nthase_k uno solo de estos valores dependiendo del nucleotido procesado. En la parte
inferior, el multiplexor Mux3 tiene como entrada los cuatro valores del vector de
frecuencia y elige uno en su salida, conectada a la sefial C, en funcion del nucleotido

actual procesado.

Finalmente el contador de caracteres, es un modulo que dado un bloque de caracteres
de la TBW, un nucleotido y una posicion, entrega en su salida el numero de veces que ¢l
nuclestido aparece desde el inicio del bloque y hasta la posicién dada, su resultado se
encuentra en la sefial #thlock_k. Observe como la adicion de la sefial nthase_k y ntblock_k
representan el valor de O(0£) de la ecuacion 5 y s1 a este valor se suma el
correspondiente a C, se obtiene el siguiente valor de £, esta es la funcién del sumador

Adderl.
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Inicialmente la sefial /# es colocada a 0 por el controlador, con esto el multiplexor Mux1
coloca el valor inicial en £, a partir de este valor sc integra en £p la direccion fisica de los
datos involucrados en el calculo y se envia a la memoria. Cuando el controlador de
memoria ticne los datos de lectura disponibles, la sefal 24/id es colocada a 1 habilitando
al registro Regl quien transfiere la sefial £ al contador de caracteres. Al mismo tiempo la
senal zalid habilita al registro de desplazamiento (registro de lecturas), provocando el
movimiento de su informacién, una posicion a la derecha, la sefial #7 contiene ahora el
codigo del primer nucledtido en la lectura, mismo que se transfiere al contador de
caracteres y a los multiplexores Mux2 y Mux3, permitiéndole al primero hacer la
estimacion de la cantidad de nucleétidos del tipo ## en ¢l segmento de la TBW desde el
inicio y hasta la posicion indicada por los bits 5:0 de &, y a los multiplexores transferir el
dato correcto dentro de la marca y del vector de frecuencias respectivamente. El

sumador realiza la adicidon de estos tres elementos, calculando el nuevo valor de 4.

A partir de la siguiente iteracion el valor de la sefial 77/ permaneceri en 1, y la sefial £
simplemente tomara el valor calculado en la interaccion previa. El ciclo se repite hasta
que sc procese el tltimo caracter de la lectura o bien que el parimetro & sea menor al

parametro / calculado simultaineamente en la segunda unidad de procesamiento.

4.6.2.1  E/ contador de nucledtidos

Es el bloque mas complejo de las unidades de procesamiento por lo que se le dedicara
atencion especial en este apartado. Como se indicé, su funcidén consiste en calcular el
numero de nucledtidos del tipo especifico que existen en un segmento de la TBW,
desde su nicio y hasta una posicion determinada. El problema se complica al recordar
que el caracter especial $ fue codificado como una “t’ dentro de la TBW, asi que debe
existir un medio para distinguir esa ‘" y entregar el valor correcto a la salida.
Adicionalmente se desea que el modulo cuente hasta 64 nucledtidos de la cadena de una
forma muy rapida por lo que se requiere una estructura altamente paralela y con la

minima longitud horizontal posible.
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La estructura del modulo propuesto se muestra cn la Figura 4.6. Ln csta figura, /b es
una sefial de 128 bits que contiene ¢l segmento de la TBW sobre la que se llevara el
contco. La senal de dos bits #/ representa el tipo de nucleotido que sc desea contar.
direction es una sefial de 32 bits que contiene en sus bits 5:0 la posicion hasta donde debe
contarse, mientras que el resto de los bits (31:6) juntos con la scilal de 32 bits primary, la
cual contiene el valor de la posicion del cardcter especial § en la TBW, sc utilizan en Ia

etapa de correccton al final del disefio.

Inicialmente, la sefial #hw sc convierte, mediante ¢l filtro nt, de su representacion original
en 128 bits a una representacion de 64 bits en funcion del nucledétdo en cuestién, si en
alguna posicion ocurre el nucledtido de interés, el bit correspondiente se colocaa 1 0a 0
en caso contrario. La nueva representacion es operada mediante ¢l bloque AND con
una mascara de unos hasta la posicion de interés, climinando los bits que no deben scr
contados. De aqui en adelante el problema se reduce a contar la poblacion de los bits
restantes. Para esto el disefio implementa codificadores de 84 y un arbol de 7
sutnadores para llegar al resultado parcial s#m7. Cada codificador opera sobre un
scgmento de 8 bits y cn su salida representa el cddigo cotrespondiente al ndmero de bits

iguales a 1 en su entrada,

El caricter especial fue codificado por el software como una ‘t’ para poder codificar la
TBW con solo dos bits por caracter. $i esta ‘t” pertenece al mismo bloque de la matriz
de ocurrencia en ¢l que reside ‘¥ y si ¢l desplazamiento de t” en ese bloque ¢s mayor al
correspondiente de ‘Y, es evidente que se estard contando una Timina de mas
equivocadamente, por lo que debe restarse una unidad al resultado parcial sum?7. Esta
funcion la realizan en conjunto el corrector y el restador en la parte inferior del disefio.
Es decir, considerando que cada direccion en el sistema puede interpretarse como
integrada por dos secciones: bloque o marca (bits 31:6) y desplazamiento (bits 5:0),

entonces el cotrector simplemente implementa la condicion:

if { nt == ‘¢’ && direction[31:6] == primary[31:6] && direction[5:0] > primary[5:0] ) {

cotrector_out=1};
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4.6.3  El conmutador de memoria

Fista constituido unicamente por los registros Reg2, Reg4 y Reg 5 v el multiplexor Mux6
y tene como funcién multiplexar los accesos a memoria de las umidades de
procesamiento, para utilizar solo un controlador de memoria en la tarjeta de desarrollo.
Este madulo podria llegar a ser innecesario si se utilizara una tarjeta con multiples

controladores, duplicando de esta forma la velocidad de procesamiento.

4.6.4  FEl controlador

El controladot es una maquina de estados tipo Mealy que no solo dirige el flujo de datos
en el resto de los bloques que mtegran el nucleo de alineacion, sino que, ademas genera
las sefiales apropiadas para comunicarse con el procesador anfitrién y con ¢l sistema de
memortia, pot csta tazén se pospone su explicacion a la siguiente seccidon una vez que se
haya descrito la forma cn que la tarjeta de desarrollo interactiia con el procesador

{mediante cadenas) y con ¢l subsistema de memotia {mediante el protocolo AXI).

4.7 Implementacion.

En este proyecto solo fue implementado un ntcleo de alineacion, con esto se verifica la
funcionalidad del mismo y pucde estimarse el arca y la velocidad de un sistema de
multiples nucleos. La plataforma en la cual fuc implementado el disefio es una
computadora de escritorio con procesador Intcl Core 15 4460 de cuarta generacion,
memoria DRAM de 8 GB, con puertos de expansion PCle 2 x 16, version 2.0 y el
sistema operativo Ubuntu 14.04. A este equipo se le integro la tarjeta de desartollo M-

505-k325T de la empresa Pico Compuﬁpg.

El disefio fue simulado y depurado utilizando SWsitn, un sistema de simulacion
manejada por software proporcionado por Pico Computing, en conjunto con Modelsim
version 10.1.d, y sintetizado e implementado mediante el entomo de desarrollo Vivado
version 2014.2. Los detalles de la plataforma asi como del proceso de implementacion

se dan en la presente seccién.
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4.7.1  La tarjeta de aceleracion M-505-k325T

La tarjeta M-505-k325T de la empresa Pico Computing es un sistema de computo de
alto desarrollo basada en el bus PCI estandar, disefiado para maximizar la memoria y el
ancho de banda légico. Su nicleo central es un FPGA de la familia Kintex-7, el K325T
u opcionalmente el k410T, incluye también un subsistemna de memoria local DDR
SODIMM de 8 GB con controlador de memoria independiente y una estructura de
comunicacion PCle x8 Gen 2 completamente conmutado para establecer la
comunicacion con la computadora anfitrion y el sistema de memoria local. La Figura 4.7

muestra la imagen frontal de la tarjeta junta al resumen de sus caracteristicas.

La tatjeta M-505-k325t se conecta a la computadora anfitrion mediante el médulo M-
500 de la misma empresa sirviendo como backplane. Este altimo puede albergar hasta 6
tarjetas M-505-k325t logrando una elevada densidad de procesamiento paralelo para

aplicaciones de computo intensivo.

*  FPGA Kintex-7 XC7K325T

* Interface PCI expreses Gen 2x 8

= Hasta 6 mddulos M-505 por blackplane EX500
* 8 GB DDR3 SODIMM

* 128 MB NOR Flash

*  34LVDS

* 8 GTX Transceptores

Figura 4.7 Caracteristicas de la tarjeta de desatrollo M505-k325t

Pico Computing proporciona una Interfaz de Programacion de Aplicaciones (APT) para
las plataformas LINUX, la cual provee el enlace entre el software de aplicacion
corriendo en la computadora anfitrion y el algoritmo hardware, o firmware,

implementado en el FPGA. La API incluye las librerias software y sus correspondientes
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componentes firmware que permiten el control del FPGA y el procesamiento, la meta
de esta interface ¢s abstraer los detalles de comunicacion y proveer un método potente y

relativamente facil de programar el sistema. . e e

La APT se distribuye como un conjunto de archivos fuentes incluidos cn cl paquete de
instalacién Pico. El punto de entrada principal es la clase PicoDrv, la cual representa un
FPGA. Si por ejemplo se tienen 3 modulos M-505 en el sistema, deben crearse 3 objetos

PicoDrv, cada uno correspondiendo a uno de los FPGAs.

La Pico API define dos modelos para comunicar el firmware con el software, el primero

es el tradicional basado en bus, mientras que el otro es el modelo de cadenas de datos.

4.7.1.1  Modelo basado en bus (PicoBus)

El modelo basado en bus es el paradigma mapeado a memotia de la mayoria de los
dispositivos digitales. En este modelo ¢l firmware se considera como un esclavo sobre
un bus mapeado a memoria y se controla por software corriendo en el CPU anfitrion,
El PicoBus puede usarse tanto para escribir datos al firmware desde el software como
pata leer datos del firmwate al software, en cada transaccion, el modelo mnvolucra el
manejo de un dato y una diteccion, y estd intentado para casos donde solo se necesita

mover pocos megabytes de datos por segundo.

4.7.1.2  Modelo basado en cadenas (PicoS treams)

El modelo basado en cadenas esta basado en el concepto de comunicacion secuencial de
procesos (CSP), en este, una cadena es considerada una secuencia de datos con control
de flujo. La API permite conocer cuando la cadena esta disponible para leer o escribir
datos y el usuario puede decitle a la APT cuando esta listo para enviar o recibir datos.
Las cadenas son una abstraccion simple del modelo basado en bus, en estas no hay
direcciones, los datos simplemente se envian o reciben en forma ordenada. Esta
simplicidad permite que las cadenas sean mds eficientes para mover cantidades grandes

de datos en un modo rapido y eficiente.
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Una cadena es un canal uni-direccional de comunicacion, de esta forma hay dos tipos de
cadenas, las de entrada al FPGA y las de salida desde el FPGA. Tipicamente un sistema
incluye una cadena en cada direccion estableciendo de esta forma una comunicacion

bidircccional.

Las cadenas no solo limitan su uso a la comunicacion entre el CPU anfitrién y el FPGA,
sino que pueden usarse para comunicar directamente FPGAs sin la intervencion del

anfitrion, logrando de esta forma sistemas de muy baja latencia.

Debido a sus ventajas y simplicidad el modelo de cadenas fue elegido para el desarrollo

de este proyecto de tesis.

4.7.1.3  Aceeso a memoria

La interfaz a memoria en la tarjera M505 se realiza medtante el protocolo AXI (del
inglés Advanced eXtensible Interface). AXI es un protocolo estandar que utiliza 5

canales de comunicacién independientes:

¢ (anal de direcciones de escritura
® Canal de datos de escritura

e (Canal de respuesta a la escritura
e (anal de direcciones de lectura

. Canal de datos de lectura

El protocolo AXI define las interacciones entre un maestro y un esclavo en esos 5
canales. Una operacion de escritura utiliza los canales de datos de escritura y direcciones
de escritura, ademas del canal de respuesta a la escritura por donde se tecibe una
confirmacién por cada rafaga escrita (ver Figura 4.8). Las operaciones de lectura se
inician en el canal de direcciones de lectura y los datos retornan por el canal de datos de
lectura (ver Iigura 4.9). Todos los canales son completamente independientes, asi, las

operaciones de lectura y escritura pueden realizarse simultaneamente.
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Canal de direcciones de escritura
Direccion .
y controi PO e S e e
3
Canal de datos de escritura
Maestio Datode Datode Daiode Datode - Eedava
sed escritura  escrtura  escritura  escritura .
interfaz interfaz
B — - [

Canal de respuesta a la escritura

Respuesta
da
escritura

-

Figura 4.8 Canales del protocolo AXT relacionados con la escritura.

Canal de direcciones de lectura

Direccion
y control
B S
Maestro Esclavo
dela de |z
interfaz Canal de datos de lectura interfaz

| Datode Datode Datode - Datode |
i escritura  escritura  escritura . escrifura |

- - - -

Figura 4.9 Canales del protocolo AXI relacionados con la lectura.

En el protocole AXI las direcciones son especificadas por byte, es decir es direccionable
por byte, ademas, los datos pueden entregarse en rafagas de hasta 256 transferencias por
ciclo requiriendo una sola direccion. Para clarificar, la 1ogica de usuario puede enviar una
direccion (en los canales de direcciones de lectura o de direcciones de escritura) por 256

transferencias de datos {en los canales de datos de lectura o datos de escritura).

Cada canal en el protocolo AXI utiliza un simple hawdshake valid-ready donde los datos
solo se mueven desde el maestro al esclavo o del esclavo al maestro Gnicamente si las
senales palid y ready son puestas a uno simultineamente. De esta forma, cada uno de los

5 canales ticnen sus propias sefiales bandshake valid-ready.

Una descripcidon completa de las sefiales del protocolo AXI puede encontrarse en

http://infocenter.arm.com/help /index. jsp?topic=/com.arm.doc.ihi0022d/index.heml.
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4.7.1.4  Marco de trabajo Firmware (Pico Framework)

Pico Computing provee ademas un marco de trabajo Firmware escrito en Verilog,
denominado Pico Framework el cual provee el acceso a toda la funcionalidad del
FPGA. Sus componentes fundamentales son un controlador PCIe DMA y una interface
de memoria multipuerto. Al construir un archivo de configuracion para el FPGA el Pico
Framework seri siempre el nivel superior y el médulo del usuario se instanciara dentro

del mismo.
4.7.2  Firmware del proyecto

Este proyecto usa dos cadenas, una de entrada y otra de salida, ademas de la interface a
memoria de la tarjeta. La forma de especificar esto al Pico Framework es mediante el
archivo PicoDefinev. El Pico Framework toma cuidado de implementar el soporte
logico para conectar esas cadenas a la interface PCle, lo cual dard el acceso a la
computadora anfitrion. El contenido de este archivo es el que se muestra en el (Error!

No se encuentra el origen de la referencia..

Listado 4.1 El archivo de configuracion PicoDefine.v

/ /Definicién del nombre del médulo de usuatio
“define USER_MODULE_NAME Aligner_vt

//Definicién del controlador DDR
‘define PICO_DDDR3
‘define PICO_1_AXI_MASTERS

//Definicién de las cadenas de entrada y de salida
“define STREAMI_IN_WIIDTH 128
“define STREAM1_OUT_WIDTH 128

// Definicién del FPGA la tarjeta utilizada.
“define PICO_MODFEIL_M505
“define PICQ_FPGA_LX325T

La primera linea de codigo define el nombre del moédulo de usuario, Aligner_v1, este

modulo contendra la légica del nicleo de alineacién discutido en la seccidn 4.6.
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Posteriormente sc especifica el uso de Ja interface DDR3 definiendo PICO_DDR3 y ¢n
la siguicente linea el numero de puertos a utilizar en ¢l disefio, en este caso 1 puesto que
sc desea utilizar simultaineamente los 256 bits disponibles en la interface. Las dos lineas
sigutentes definen las cadenas de entrada y de salida al disefio, ambas de 128 bits, esto es
conveniente puesto que los datos enviados a registros del FPGA todos son de esta
magnitud (vector C, palabra de configuracién y lecturas). Finalmente se define el

modelo de la tarjeta y el FPGA especifico que se utlizara.

El Pico Framework ve cstas definiciones y conecta las dos cadenas al modulo. La lista
de puertos relacionados con las cadenas en el modulo Algner_v1 se observa en el
Listado 4.2. Cuando el software de la aplicacién envia un dato, lo indica poniendo
s17_valid en alto, el firmware puede responder mediante la sefial s77_rdy, con esto el dato
en slo_data queda grabado en alguno de los registros del nicleo de alineacion. Al
terminar la alineacion de alguna lectura los resultados se envian colocindolos en
ilo_data a través del registro de resultados, y poniendo la sefial s7o_wvalid en alto, el
software respondera con s7o_rdy en el momento en que acepte los datos. Las senales /&

y r3f, representan las seflales de reloj y reset comunes a las cadenas,

Listado 4.2 Puertos relacionados con cadenas en ¢l modulo Aligner vl

module Aligner_v1{

/ /Seftales comunes a las cadenas
mput clk,
mput rst,

//Cadena de entrada

input sli_valid,
input {127:0] sli_data,
output s1i_rdy,
//Cadena de salida

output reg slo_wvalid,
output [127:0] slo_data,
mput slo_rdy,

Adicionalmente, el Pico Framework creara la interfaz a memoria con todas las sefiales
del protocolo AXI descrito previamente. La lista de puertos relacionados con la interfaz

a memoria del médulo Aligner_v1 se observa en el Listado 4.3.
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Listado 4.3 Puertos del protocolo AXT para interface a memoria en el modulo Aligner_v1

// Seflales AXI del canal de direcciones de escritura

input

output
output
output
output
output
output
output
output
output
output

[7:0]3
reg [32:0]
reg [7:0]
[2:0]
[1:0]

c0 sl axi awready,
c0_sl_axi awid,
c0_sl_axi_awaddr,
c0_sl_axi_awlen,
cO_sl_axi_awsize,
cO0 sl _axi awburst,
c0_s1_axi awlock,
c0 sl axi_awcache,
c0 sl axi_awprat,
c0_ sl axi_awqos,
c0_sl axi awvalid,

// Sefal listo del handshake

// Identificador de escritura

// Direccién de escritura

// Longitud de rafaga de escritura
// Tamafio de rafaga de escritura
// Tipo de rafaga de escritura

// Candado de escritura

// Confiquracién de cache

// Tipo de proteccién de escritura
// Sefializacidén QoS de escritura
// Sefial wvalido del Handshake

// Sefiales AXI del canal de datos de escritura

input

output
output
output
output

[255:0]
[30:0]

c0_sl_axi_wready,
cO0_sl_axi_wdata,
c0_sl axi wstrb,
c0_s1_axi wlast,
c0_s1_axi wvalid,

// Sefial listo del handshake

// Dato de escritura

// Sefial strobes de escritura

// Ultima transaccidn de escritura
// Sefial valido del handshake

// Sefiales AXI del canal de respuesta a la escritura

input
input
input
output

[7:0]
[1:0]

c0_sl axi bid,
c0_sl_axi_bresp,
c0_sl_axi_bvalid,
cl_sl_axi_bready,

// ID de respuesta

// Respuesta de escritura

// Sefal valido del handshake
// Sefial listo del handshake

// Sefiales AXI del canal de direcciones de lectura

input

output
ocutput
cutput
cutput
output
cutput
output
cutput
output
cutput

// Seflales BAXI

input
input
input
input
input
output
)i

[7:0]
[32:0]
[7:01
[2:0]
[1:0]

[3:0]
[2:0]

[7:0]
[1:0]

[255:01

cO_si_axi_arready,
cG sl axi arid,

c0_sl_axi_araddr,
c0 sl axi arlen,

c0_sl _axi_arsize,
c0_sl_axi_arburst,
c0 sl axi_arlock,
c0_sl_axi_arcache,
c0_sl_axi_arprot,
c0_sl1_axi_arvalid,
cl sl axi_arqgos,

c0_sl _axi rid,
c0_ sl axi rresp,
c0_s1_axi_rvalid,
c0_sl axi rdata,
c0_sl1 axi rlast,
c0_sl_axi_rready

/7 Befial listo del handshake

// Identificador de lectura

// Direccién de lectura

// Longitud de rafaga de lectura
// Tamaiio de rafaga de lectura
// Tipo de rdfaga de lectura

// Candado de lectura

// Configuracién de cache

// Tipc de proteccién de lectura
// Sefial wvalide del handshake

// Sefializacion QoS de lectura

del canal de datos de lectura

// Identificader de lectura

// Respuesta de lectura

// Sefial valido del handshake

// Dato de lectura

// Oltima transaccién de lectura
// Senial listo del handshake
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Las sefiales de entrada provienen de la interfaz AXI, mientras que las de salida deben de
ser asignadas por la logica de usuario. Iin esta aplicacion en particular no existen
operaciones de escritura por lo que lo que las sefiales AXI de los canales de direcciones

de escritura, datos de escritura y respuesta de escritura, no se utilizaron.

Por su parte las sefiales del canal de ditecciones de lectura y datos de lectura se
clasificaron en dos grupos, el primero comprende las sefiales cuyo valor es constante
durante la operacién del acelerador, y el segundo aquellas cuyo comportamiento es
dinamico, es decir varian durante la ejecucion. El primer grupo de sefales junto con su

asignacion constante se muestra en el Listado 4.4.

Listado 4.4 Grupo de sefiales AXI constantes en el disefio.

//Sefiales del puertc de datos de escritura

assign c0_sl_axi wstrb = ~0; // Escritura por Byte habilitada

//Sefiales del puerto de direcciones de lectura

assign c0_sl_axi_arlock = 'NORMAL ACCESS; //Acceso normal

assign c0_s1_axi_arcache = 'NON_CACHE_NON BUFFER; //Sin buffer, ni cache

assign c0_sl _axi_arprot = 'DATA_SECURE_NORMAL; //Seguridad de datos normal
assign c0_sl axi arburst = 'INCREMENTING; //Incrementando

assign c0_sl axi_argos = 'NOT_QOS_PARTICIPANT; //Sin participar en QoS
assign c0_sl axi_arsize = "THIRTY TWO BYTES; //32 bytes por transferencia
assign cO0_sl1_axi_arid = 0; //No se requiere identificador
assign c0_sl_axi_arlen = 0; //longitud en términos de

//transferencias de 256 bits,

El segundo grupo, las sefales dinamicas juegan el papel mas importante, el éxito en un
acceso de lectura a memoria depende de su correcta sincronizacion, y son manipuladas
por la maquina de estados de la unidad de control. En lo que sigue tnicamente se

indicara su funcionalidad.

Sediales del puerto de direcciones de escritura

c0_s1_axi_araddr Direccién de escritura definida en bytes.
c0_s1_axi_arvalid FEsta senal valida la direccion de escritura, debe colocarse en alto

cuando dicha direccion se encuentre lista.
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c0_s1_axi_arready  El controlador de memoria habilita esta sefial si esta lista para
aceptar nuevas direcciones de memoria. La direccién de lectura
se acepta si ¢0_s1_axi_arvalid y ¢O_s1_axi_arready estan en alto

en el mismo ciclo de reloj.
Sedales del puerto de datos de lectura

c0_s1_axi_rdata Datos de lectura provenientes de la memoria RAM

c0_s1_axi_rvalid Lsta sefial valida los datos de lectura, es puesta en alto por ¢l
controlador de memoria cuando ha colocado datos validos en la
linea correspondiente | | |

c0_sl_axi_ rready La logica de usuario debe habilitar esta sefial s1 esta lista para
recibir nuevos datos de lectura. los datos de lectura son
grabados st c0_s1_axi_rvalid vy c0_s1_axi_rready son colocados

en alto en el mismo ciclo de reloj.

4.7.2.1  Conexton del niclo de alineacion al Pico Framework

La traycctoria de datos del nicleo de alineacion, fue descrita en Verilog en una forma
completamente estructural, de esta manera se asegura su correcta interpretacion por la

herramienta de sintesis incorporado en el entorno de desarrollo Vivado.

Para poder operar apropiadamente con el procesador anfitrién y con la memoria DDR
en la tarjeta de desarrollo, las sefiales externas de la trayectoria de datos fueron
conectadas con las correspondientes en el protocolo AXI y en las cadenas de entrada y
de salida, del Pico Framework. Especificamente la sefial d7r conteniendo la direccion
tisica para hallar los datos y calcular un valor de ocurrencia fue conectada con
c0_s1_axi_araddr. La sefial OaBar, la cual es en donde se espera recibir los datos de
memoria, se conecté a la sefial ¢0_s1_axi_ardata. Finalmente, las sefiales de entrada y
salida de datos data_in 'y data_out se conectaron a las sefiales de cadena s77_data y s1o_data

respectivamente. Las correspondientes asignaciones se muestran en el Listado 4.5:
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Listado 4.5 Asighaciones pata conectar la rfayectoria de datos al Pico Framework.

assign slo _data = data_outs
assign data_in = sli datas
assign c0_sl_axi_araddr = dir;
assign OGCBWL = cO_sl axi ardata;

Por su parte, la umidad de control dirige ¢l flujo de la trayectoria de datos y establece la
comunicacion con el exterior a través del manejo de las sefiales dinamicas del protocolo
AXI y de las sefiales de cadena. Esta funcién se implementa mediante la maquina de
estados de la Figura 4.10 y dos contadores auxiliares. El primer contador lleva la cuenta
del nimero de lecturas procesadas (Reounter), mientras que el segundo hace lo propio

con el nimero de nucleotidos procesados (Ntcounter).

La maquina permancce en el estado INICIO hasta que el software le envia el primer
dato que corresponde a los cuatro enteros del vector C, esto lo indica con la sefal
s1i_zalsd, al hacerlo la sepal Joad_vector sc pone en alto habilitando al registro vector Cy
grabando en este 1ltimo la  informacién, posteriormente pasa al estado

CONFIGURACION.

En Jos estados CONFIGURACION y CARGA_LECTURAS, ocurren operaciones
similares cargando los registros de configuracion y de lecturas, al habilitarlos mediante
las sehales load_confi y Ioad_read. También se resetean lo contadores Rcounter y

Ntcounter para comenzar €l conteo de las lecturas y nucleotidos respectivamente.

Los estados de direccionamiento envian a memoria las direcciones fisicas de los datos
para el calculo de los valores de ocurrencia. Si se procesa el primer nucleotido, la senal
inf es mantenida en bajo en ambos estados, transfiriendo los valores iniciales al sistema.
Si esto no ocutre la sefial 777 se coloca a alto para permitir pasar a £ y /los valores de la
iteracion anterior. En ¢l estado DIRECCIONA_DDRI1 la sefial sz A/ se encuentra en
bajo con lo cual se asegura enviar la direccion fisica £p, y en el estado
DIRECCIONA_IDDR2, se ponc en alto para enviar la direccién fisica £4 Cada uno de
estos estados pasa al sigulente cuando el controlador de memoria acepta las direcciones

colocando en alto la sefial ¢0_s1_axi_arready.
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c0_s1_axi_ameady

ESPERA_DDR1

c0_s1_axi_rvalid

\ l
\ Ntcounter<longRead .
&k ESPERA_DDR2

" c0_s1_axi_rvalid

Figura 4.10 Maquina de estados que implementa la unidad de control del nicleo de alineaciéon.

En los estados ESPERA_DDR1 y ESPERA_DDR2, la maquina espera los datos de
lectura que corresponden a las direcciones en &p y /p respectivamente. Cuando estos
llegan, el controlador de memoria lo indica poniendo en alto la sefial cO_s1_axi_arvalid,
lo que permite a la maquina pasar a los siguientes estados. Adicionalmente al llegar el
resultado de la segunda lectura la sefal zalid se coloca en alto, permitiendo el paso de los

datos recién recibidos y actualizando todos los valores en el niucleo de alineacion.
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El estado CALCULA_SIGUIENTE proporciona el tiempo necesatio para que las
unidades de procesamiento calculen los nuevos valores de £ y de / st adn no se han
procesados todos los nucledtidos de Ia lectura y ¢l parametro £ es menor a / la maquina
regresara al estado DIRECCIONA_DDRI para iniciar el procesamiento del siguiente
nucleétido. En caso contrario se pasa al estado ENVIA_RESULTADOS para enviar al

software los resultados de alineacion.

En el estado ENVIA_RESULTADOS la maquina pone en alto la sefial slo_valid con lo
cual informa al software que tdenc listo el resultado, si este esta disponible para aceptatlo
responde habilitando la sefial slo_rdy, logrando su transferencia. La maquina entonces
regresa al estado CARGA_LECTURA s1 existen mas lecturas por procesar o al estado

INICIO en caso contrario.

4.7.3  Software del proyecto

El software del proyecto se programoé en € basado en el diagrama de flujo de la Figura
4.11. En lo que sigue no se pretende una descripeion detallada de la programacion del

mismo, solo se hara referencia a funciones estratégicas para el manejo de la tarjeta.

La identificacion de la tarjeta y la carga del archivo con extension .bit en el FPGA, se
realiza mediante la funcidén RuxBitbilk tomando el nombre del atchivo desde la linea de

comandos, como se muestra en el Listado 4.6:

Listado 4.6 Identificacién de la tarjeta y carga del archivo .bit en el FPGA.

if fargc < 4) |
fprintf(stderr, "Debe especificar el archive .bit, archive de
referencias y archivo de lecturas.\n");
axit(1};
telse{
bitFileName = argv([l];

/7 La funcién RunBitFile localiza una tarjeta que pueda ejecutar

// el archivo con extensidn .bit

printf{"\nCargando el FPGA con el archive "%s' ...\n", bitFileName):

err = RunBitFile(bitFileName, &pico):

if (err < 0 {
// La funcién PicoErrors_FullError decifra los codigos de error de RunBitFile.
fprintf (stderr, "RunBitFile error: %s\n", PicoErrors_FullError{err, ibuf,
sizeof{ibuf)));
exit{l);
}
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¥
Identificar tarjeta y cargar
archivo de configuracion en el FPGA

A4
‘ Crear las cadenas de entrada y salida ]

A 4

/ 3 Leer genoma de referencia /
v

1 Calcular arreglo de sufijos y TBW 1

¥
Caicular matriz de ocurrencia y matnz de
ocurrencia reducida (Occ)

¥
J Calcular vector de frecuencia I

¥

/ Leer archivo de lecturas cortas /

Realizar la estimacion software

I

Compactar lacturas cortas y TBW I

\
h 4
Enviar TBW y OccR a Médulo DDRAM

1

k2

/ Enviar comando de configuracion y

vector C a registros del FPGA

e s es
h 4

Enviar lectura a registro del FPGA

~NN

Y.
Leer resultados del Hardware

e

v
l Comparar resultados |

L
| Escribir resuitados a Disco Duro |

|
|
v
FIN

Figura 4.11 Diagrama de flujo del software del proyecto.
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El resultado es un handle con el cual se abre la cadena para establecer la comunicacion
con el FPGA mediante la funcidén CreateStrearm, csto Gltimo se muestra en el Listado 4.7.
Es importante resaltar que, a diferencia del firmware, anicatnente se define un nombre
de cadena y el software creara (y manipulara) con este, una de entrada y una de salida en

forma automatica.

Listado 4.7 Apertura de la cadena para comunicacién con el FPGA

// Creacién de la cadena 1
stream = pico->CreateStream(l);
if (stream < Q) { .
fprintf(stderr, "Incapaz de crear la cadena 1l: %s\n",
PicoErrors FullError(stream, ibuf, sizeofi{ibuf))):
exit(l); -
} i

Una vez obtenidos los indices de FM y realizada la estimacion software, el envié de la
TBW y la matriz OccR a la memoria DDR de la tarjeta de desarrollo se lleva a cabo

utilizando la funcién de manejo de memoria WriteRam, como se observa en el Listado

4.8.

Listado 4.8 Envio de la TBW y Ia matrtz OccR a DDR.

printf{"\nEnviando la matriz de ocurrencia comprimida y la TBW a DDR3\n");
err = pico—>WriteRam{0, index, {(n/blocksize+1)*8*4, PICO_DDR3_0};

if {err < O0){
fprintf{stderr, "Error al escribir en la RAM: %s\n",
PicoErrors_FullError(erxr, ibuf, sizeof({ibuf})):
exit (1)
}

else if (err != (n/blocksize+l)*8*4)({
fprintf{stderr, "WriteRam escribif?® %i bytes en lugar de los deseados 18
bytes\n",err);
exit(1);

Por su parte, ¢l envid del comando de configuracion y el vector C se realiza cn el

Listado 4.9, para esto se utiliza la funcién de manejo de cadenas WriteStrean:.

. P T WL TP L T I N
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Listado 4.9 Envié de del vector de frecuencias y el comando de configuracion al FPGA.

err = pico->WriteStream{stream, C, 16};

if (err < M
fprintf (stderr, "WriteStream error: %s\n", PicoErrors FullError{err, ibuf,
sizeof (ibuf}}};

exit (1);
}
else if (erxrr 1= 16) {
fprintf(stderr, "write error. returned %i, but should have been %i\n", err,
16);
exit{1);

i
err = plco->WriteStream({stream, cmd, 16);
if (err < 0){
. fprintf(stderr, "WriteStream erroxr: %s\n", PicoErrors_FullError{err, ibuf,
3 sizeof(ibuf)));
exit(l);
i
v else if {err '= 16) {
fprintf(stderr, "write error. returned %i, but should have been %i\n",
err, 16);
exit{ly;
)

Finalmente, el envio de la lectura y recepcion de resultados utlizan las funciones de

manejo de cadena WriteSiream y ReadStream respectivamente. Esto se muestra en el

Listado 4.10.

Listado 4.10 Envio de lecturas v recepcion de resultados

for {g=0:; g<numreads;g++) {
for (j=0;3<4;i++){
readcurrent [jl=read_bkin{4*gti]:

err = pico->WriteStream{stream, readcurrent, 16);
if (arr < 0){
fprintfi{stderr, "WriteStream error: %s\n",

e PicoErrors_FullErrorierr, ibuf, sizecf(ibuf}}):
exit(1);

0 }

- else if (err != 16) {

fprintf({stderr, "write error. returned %i, but sheould have
L peen %i\n", err, 16);

exit{l);

. }

b //Esperamos resultados

if ((err = pico->ReadStream{stream, resHardware, 16)} < 0}/
fprintf{stderr, "ReadStream error: %s\n",
PicoErrors_FullError(err, ibuf, sizeof(ibuf})):

exit(1l};

}

Una descripcion detallada de las funciones de la Pico API, pueden hallarse en la

documentacion de la tarjeta, disponible en: https:/ /picocomputing zendesk.com/home.
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5 RESULTADOS

En este capitulo se presentan los principales resultados del disefo. La primera seccion
comprende la verificacion funcional del mismo, para esto se muestra detalladamente la
ejecucion del acelerador alineando una sola lectura, mostrando la salida paso a paso asi
como las formas de onda en el interior del FPGA. Ta segunda scccion caracteriza la
razon de procesamiento del sistema, realizando maltiples prucbas, en las cuales
diferentes conjuntos de lecturas generadas artificialmente mediante el programa Wgsim
se alincan a diferentes cromosomas humanos, midiendo el tiempo de procesamiento y
comparandolo con su contraparte software. La siguiente seccion analiza el uso de area
en ¢l chip y el consumo de potencia. Finalmente la dltima seccion estima los resultados
esperados para una implementacion con maltiples nicleos de alineacion y los compara

con trabajos relacionados.

5.1 Funcionalidad del sistema

Para validar v poder mostrar la correcta funcionalidad de acelerador hardware se
realizaron diferentes pruebas. Inicialmente el sistema fue ejecutado de una manera muy
basica en la cual se alinea una sola lectura de 20 nucleotidos a un genoma de referencia
de 300 nucleétidos. La salida de dicha ejecucion se muestra en el Listado 5.1. La
muestra imprime en orden de aparicion: el genoma de referencia al cual se alineara la
lectura, ¢l arreglo de sufijos (SA), la transformada de Burrows-Wheeler (TBW), la matriz
de ocurrencia reducida (OccR) y el vector de frecuencias (C). Posteriormente pueden
apreciarse los resultados de la estimacion, en esta parte se observa como el software
toma uno a uno los nucledtidos de la lectura (taacacacttcaaccgttac), calculando un nuevo

intervalo parcial £-/ en cada interaccion, y reportando al procesar el dltimo nucledtido, el
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intervalo final de busqueda que en este caso es 218-219, junto con la posicion 40 que es
en la cual aparece dentro del genoma de referencia. Posteriormente se imprimen tanto la
TBW como la lectura codificada a dos bits, luego se muestra la concatenacion de la
TBW y la OccR y da comienzo la alineacion hardware. Finalmente se presentan los
resultados de la alineacion hardware, como puede notarse el intervalo es idéntico al de la

especulacion software, lo cual muestra la correcta funcionalidad del sistema.

Listado 5.1 Salida del sistema al alinear una lectura.

dpachecob@dpachecob-Gl-Sniper-B5:~/Tesis/DiseVivado/Aligner v2/software$./Aligner vl
~/Tesis/DiseVivado/Aligner_ vl/firmware/Pico_Toplevel.bit
~/Tesis/DiseVivado/Aligner_vl/software/cromosoma

~/Tesis/DiseVivado/Aligner vl/software/lecturas

Cargando el FPGA con
' /home/dpachecob/Tesis/DiseVivado/Aligner_vl/firmware/Pico_Toplevel.bit’

GENOMA DE REFERENCIA
Nimero de caracteres n=300

taggcgatttgagttaggcecaccacggtcgcatgecgecgcecgataa
cacacttcaaccgttacgtgggttggagtttattgagccctcg
ctgctgaatatcecgatcgattggcecttttaggecgtaccgtggeca
ctggaccctgecacccgtttttgecgecgaccaaaccggttttggt
ttttgggggggaaaaccgatcgatcggggtatttgcecccctatece
ttgatatgggtagggcgecggttaatecegttgeccactccecgttttt
gcgcgaccaaaccggtbttttttgggggggaaaaccgatcgatec

ARREGLO DE SUFIJOS

300 286 183 287 184 158 266 41 288 185 159 267 51 92 237 42 44 155 263 19 140 133 289
186 160 268 120 52 22 58 247 128 46 78 15 1 114 226 11 69 39 93 218 297 95 293 190
100 194 238 212 30 220 74 104 6 202 299 157 265 50 43 18 139 21 246 127 45 29 156 264
20 245 207 141 208 80 134 290 187 97 161 269 121 53 142 250 209 81 135 153 261 37 295
291 188 98 192 102 4 27 151 259 35 33 230 84 196 23 232 162 270 117 122 59 54 240 143
251 210 248 82 89 136 86 129 47 214 109 285 182 91 154 262 132 77 10 68 38 217 296
292 189 99 193 103 5 17 138 126 28 244 206 79 152 260 36 3 150 258 34 32 229 231 116
88 85 108 284 181 131 67 16 125 2 228 115 107 283 180 227 282 179 281 178 280 177 279
176 197 222 198 62 223 199 24 233 63 163 169 271 118 224 200 25 123 60 234 55 12 241
64 70 164 144 252 170 272 40 236 119 57 14 0 113 225 94 211 219 73 201 298 49 96 249
294 191 101 26 83 195 239 213 90 76 9 216 137 243 205 149 257 31 87 130 66 124 106
278 175 221 61 168 235 56 13 112 72 48 75 8 215 242 204 148 256 65 105 277 174 167
111 71 7 203 147 255 276 173 166 110 146 254 275 172 165 145 253 274 171 273

TRANSFORMADA DE BURROWS-WHEELER

cggaacctaaaacgtacggeccgaaaatactcccgttttgggag
gtggggatcttggttcctaggcecgagaaaggacgaaataaaac
tcecgggtccecttgtgggggttageceecgcactececcacgcgaatg
gag e gehgeteecceogceegtggetitaecaeagitettgegtegg gt
atagatggaggggggttectgtggeccecgctcececgggeccgecacgadgoc
cggatgtts$Stgacatgatacaaagecaaactttcttttacetgt
ttagtgggttcatcgtttgattttgaatttttcttttgggtgg

MATRIZ DE OCURRENCIAS REDUCIDA
0 0 0 0
15 14 20 i5
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32 33 38 25
37 51 61 43
51 65 76 59

VECTOR DOE FRECUENCIA C
1 57 129 218

ALINEACION SOFTWARE

Procesando lectura: taacacacttcaaccgttac

Nucledtido actual:
startblocK=0
startblocL=256
Nucledtido actual:
startblocK=0
startblocL=128
Nucledtido actual:
startblocK=0
startblocL=0
Nucledtido actual:
startblocK=1%2
startblocL=1%2
Nucledtido actual:
startblocK=256
startblocl=256
Nucledtido actual:
startblocK=192
startblocL=182
Nucledtide actual:
startbleccK=64
startblocL=64
Nucledtide actual:
startblocK=64
startblocL=64
Nucledtido actual:
startblock=0
startklocL=0
Nucleodtido actual:
startblocK=0
startbleocL=0
Hucledétido actual:
startblocK=0
startbloclL=0
HNucledtide actual:
startblocK=1982
startbleocL=192
Nucledtideo actual:
startblocK=256
startblogl=25%6
Nucledtido actual:
starthlocK=64
startblocL=64
Nucledtido actual:
startblock=0
startblocL=0
Nucledtido actual:
startblocK=64
startblocL=64
Nucledtido actual:
startblock=0
startblocL=0
Nucleodtide actual:
startblocK=0
startblocL=0
Nucleodtido actual:
startblock=0
startblocL=0
Nucledtido actual:
startblocK=0
startblocL=0

<

charsblocK=0
charsblocL=3

charsbicocK=14
charsblocL=0

charsblocK=2
charsbloclL=4

charsblock=3
charsblocl=4

charsblocK=3
charsblocL=4

charsblocK=7
charsblocL=8

charsblocK=13
charsblocL=14

charsblocK=11
charsbhlocl=12

charsblocE=11
charsblocL=12

charsblock=3
charsblocL=4

charsblocK=14
charsblocL=15

charsblocK=7
charsblocL=8

charsblock=0
charsblocL=1

charsblocK=16
charsblocL=17

charsbiccK=10
charsblocl=11

charsblocK=0
charsblocL=1

charsblocK=4
charsblocL=>5

charspblocK=14
charsblocL=15

charsblocK=6
charsblocL=7

charsblocK=0
charsblocL=1

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalc

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

Intervalo

parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:
par&ial:
parcial:
parcial:
parcial:
parcial:

parcial:

57-129
15-33
220-222
264-265
208-209
115-116
84-85
27-28
12-13
60-61
232-233
268-269
126-127
32-33
67—68
16-17
61-62
15-1¢
7-8

218-219

n
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La lectura actual se encuentra en el intervalo 218-219 ]

Posicién {es) en el genoma de referencia: 40

INICIANDO LA ALINEACION HARDWARE

TBW COMPACTADA

39000429 5d300969 abaZaff9 a3s5faf72 24a0225 5Seab7403 58faabbd ¢2645748%

55dbebea £953db%% 8cfa%e6d b7eaaBac 96abd% b fecab891 6€0132cdb d4ff7f40

T1fab8fe fc2ff2fe 2babfdf O 0 0

LECTURA COMPACTADA

11£416f1 <1 0 0 00 Q O

CONCATENRACION

0 1] 0 4] 3900d429 5d300969 abaZaffg a3sfaf7z

ba e 14 £ 24a0225 5ea57403 58 faabbd c2645746 20
21 26 19 55dbebea £353db95 gcfa%eed h7eaaBac 25
33 3d 2k %6abdsebh feca5891 60132c4b d4ff7£40 33
45 4c 3] 71fab8fe fc2fflfe 2habfaf 0

Enviandoe la matriz de ocurrencia comprimida y la TBW a DDR3.
Enviando el comandos de configuracién a registros del FPGA
Procesando lectura 1.

Esperando resultados...

La lectura actual se encuentra en el intervalo 21§-219
Posicién (es) en el genoma de referencia: 40

iTodos los resultades coinciden con la estimacién software!

Esta misma ejecucion fue simulada en SWsim para verificar el comportamiento de las
sefiales dentro del FPGA. Los resultados son las formas de onda en las figuras 5.1y 5.2,
en estas, los estados de la unidad de control se codifican como: INICIO=0,
CONFIGURACION=1, CARGA_LECTURA=2, DIRECCIONA_DDR1=3,
DIRECCIONA_DDRZ2=4, ESPERA_DDR1=5, ESPERA_DIDIR2=6,
CALCULA_SIGUIENTE=7,8 Y 9, ENVIA_RESULTADOS=10. En la Figura 5.1 se
observa la recepcion de los datos, puede notarse como la habilitacion en alto de la sefial
s1i_valid habilita secuencialmente las sefales load_vectorC, load_confi, y lad_read, catgando
en los registros correspondientes del disefio el vector de ocurrencias, el vector de
configuracion y la lectura a procesar, esto ocurre al final de los estados 0, 1 y 2
respectivamente. En los estados 3 y 4 puede observarse como la sefial ¢0_s1_axi_arvalid
se pone ¢n alto para enviar las direcciones a memoria. Note también el cambio de la
sefial mw_&/ para colocar las direcciones apropiadas en la sefial co_s1_axi_araddr en esos
mismos estados. Posteriormente, en el estado 5 comienza la espera de los datos de
memoria. Obsetve que hasta ahora, la sefial i#/ se encuentra deshabilitada, porlo que £y

/ contienen los valores iniciales del algoritmo (0 y 301 respectivamente).
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Signals

Time
clk=
sli data[127:0]
sli rdy=
sli valid=
slo data[127:8] =
slo_rdy=
slo valid=
load_vectorC=
load confi=
load read =|
€@ sl axi_araddr[32:8]=
c® sl axi_arready=
€0 sl axi_arvalid=
¢8 sl axi rdata[255:8] =
€0 sl axi_rready=
€0 sl axi _rvalid=|
ini=
sw_kl=|
valid=
nt[l:0] =
ntbase k[31:8] =
ntblock k[6:8] =
ntbase 1{31:8] =
ntblock 1[6:0]=
k{31:0] =
1[31:0] =

Waves
16780 ns 16790 ns 16868 ns 16810 ns 16820 ns 16838 ns 16848 ns 16858 n
S S S O e [ N Y O O O
) il 2 13 ] 15

600000000+ 006GGEDAG0DE0E+ |HO0BOAHBEAHE014000006+ |HOBEODH0HD0O00OEDONOEBC111F416F]

Figura 5.1 Formas de onda de la simulacion funcional del disefio. Primeros estados de transicion.




Signals

Time
clk =
s1li_data[127:0] =
sli_rdy=
sli_valid=
slo_data[127:0] =
slo_rdy=
slo valid=|
load_vectorC =
load_confi =
load_read =
€@ sl axi_araddr[32:8] =
€8 sl axi_arready=
¢ sl axi_arvalid=
c@ sl axi_rdata[255:8]=
cB_s1_axi_rready=
€ sl axi_rvalid=
ini=
sw_k1 =|
valid=|
nt[l:8]
ntbase k[31:0] 5
ntblock k[6:0] =|
ntbase 1[31:0] =
ntblock 1[6:8] =
k[31:0] =
1[31:0] 5

Waves

17660 ns 17676 ns 17680 ns 17690 ns 17100 ns 17116 ns 17120 ns
(S O [ O e O O O N [ (O [ O O
6 il 18 B B h Is
6660000000600000000000C111F416F1
B0 WM

g, .._J [ s e e e el s e O D VAR WS,

W— cossspeumenenl
e g e a5 = " o s o

s oo v o s me e coymegres sssselasadb e e e s s g e e o
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)
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[} } &
[ 13
9 157
301 126 1120

Figura 5.2 Formas de onda de la simulacién funcional del disefio. Siguientes estados de transicion



La figura 5.2 muestra como la sefial c0_s1_axi_arvalid se pone en alto al final del estado
6, lo que indica que se encuentra disponible ¢l segundo dato proveniente de memoria.
Al realizarse la transicion al estado 7, el registro de lecturas se desplaza a la derecha v la
sefial #/ (la cual es su salida), contiene ahora el codigo 01, que corresponde a la Citosina
(el Gltimo eletmento de la lectura y primero a procesar), todos los demas valores también
se actualizan y después de tres ciclos, al final del estado 9, £ y /han adquirido sus nuevos
valores, 57 vy 129, lo cual coincide con la estimacion software en su primera iteracion.
Note como £y / tomaron el valor del calculo puesto que la sefial i#/ ahora esta en alto.

Posteriormente la maquina vuelve al estado 3 para procesar un nuevo nucleétido.

I.a version anterior es solamente demostrativa por lo que se modificd para evitar los
tiempos de impresion en pantalla de los indices de FM, de esta forma se tiene una
estimacién mas cercana a la realidad de los tiempos de procesamiento software y
hardware que se presentan en la siguiente seccion. A continuacioén se muestra la salida
del sistema al alinear 35 lecturas de 45 nucledtidos al cromosoma 21. Note como en esta
ejecucion algunas lecturas no existen en la referencia y ¢l algoritmo abandona la
biisqueda en forma prematura cuando el valor de £ es igual al valor de / Por otra parte,
algunas ocurren en varias posiciones y el sistema es capaz de identificar todas estas.
Finalmente, observe como los resultados de la alineacion hardware coinciden al 100%

con la estimacion software.

Listado 5.2. La salida del sistema al alinear multiples lecturas al crornosom.a 21.

dpachecobldpachecob-Gl-Sniper—-B5:~/Tesis/DiseVivado/Aligner v2/software$ ./Aligner vl
~/Tesis/DiseVivado/Aligner v2/firmware/Pico Toplevel.bit

~/Tesis/DiseVivado/Aligner v2/software/chrzl.fa
~/Tesis/DiseVivado/Aligner_v2/software/r0 chr2l.fg

ACELERADOR HARDWARE DE LA ALINEACION DE LECTURAS CQRTAS DE ADN
Version 2016,7

Cargando el FPGA con £l archivo

' /home/dpachecob/Tesis/DiseVivado/Aligner v2/firmware/Pico Toplevel.bit'
Leyendo el gencma de referencia

' /home/dpachecob/Tesis/DisevVivado/ARligner v2/software/chr2l.fa' ...
Numero de caracteres leidos: n=48129895

Obteniendo los indices de FM...

INICIANDO LA ALINEACION SOFTWARE

No Lectura Intervalo Posicién(es)
1 tcacttagaggattcatgetgggattgaatagtaggaccacacat C027378737-0027378738 0017526450
4 gaaatitteageagaaatgotttagaagagatagictitatitat 0017848138-001784814Q 0017526500
3 tttttaaaagagecttttaaattactgagttctastacagaagaag 0025311917-0025311817 No encontrada
4 agtttgaattcatggcgtattgctataatgecactattagactaat 0007645959-0007645960 0017526609
5 attttcttgtcaattaaagacttacctttattcactgatteactt 0010338415-001033B416 0017526659
6 cecocttectttttgaataattcteccigeccagtgactcacocag 0013909197-00139509198 00428553150
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gatgagacacagagctcatggttgecctcctgtgaagtgeaggaag
agcagacagacccaaaagcactggectcccagatgaatcaggagg
gcaggctgggtgacgtctgecccggaaccaggaaagtgeggetge
ccacaccccgeecgccgeccaggacecagggecct tectgaaaagt
gctctttggagtaactggtgectttctatcagttttcaagagcata
acacaagcacaaggtcaaggtcacagatcagcaagaaagattace
cctggccaacatggtgaaatcctgtetctactaaaaatacaaaaa
0043602431 0025116749 0016352600

tggacacagtggcatgagcctgtaatceccagcetactcaggaggcet
acgagaatcgcttaaacctggaaggcggaggttgcagtgagtcaa
cactattgcactccagctgggtgacagagcgagactecgtateaa
aataaaataaaataaaaataaaataaatacatacatatatgcaat
aacaaaatcatgccttttgttttagctgtttaaacaagatgttaa
ttttaagttacatttatgaaaccaagagttatgtgatcaatgttc
gaagcattctggtcaagaaatcattttgaaggatgcataaagetg
gtaaatttacactataaaagctttccttgctaaatcaagtaccac
gtagctttatacaatttgcaaactacttatgctatatgtacatgt
ttctcaattagtggtttttcatatttttgataaattaaatacctt
gaaaataacccaaaatttactatcctagaaagattgctagttttt
ataaagtaaaaaagaaaaattatgtcaaattatcaaattaaatac
aaatgacttatatgacatcactctagtcattacaggctccaaaca
atatctagatagaagtttccagtcaagctgtggaagagaaatatc
agacacaattcatgagcacccagacatggtggtgatacctgtgaa
aataaatctgactaggtcccatcctacaggattaaggaatcaaaa
aatactacatgcacaatgtacctgcagaaattctatgtctttaaa
acaggtaacattaaagtatgtctgtcaacttggaaaatgaagcta
acaccatcagcaggccacttacttactttaaatggttttatttat
ttgaagaaactgecggtgegtgetttaccctgatctcettatttgee
atccatacaaccaagtgtttgaagtactaatctcaggaacaatag
aaatgctaatctgagaaccagttctgotgtigtecaggtttaggg

Lecturas procesadas: 35

INICIANDO LA ALINEACION HARDWARE

Comprimiendo las lecturas y la TBW...
Enviandc la matriz de ocurrencia comprimida y la TBW a DDR3
Enviando el comandos de configuracién a registros del FPGA

No Lectura Intervalo
1 cb285113d39ea3e0347cBa30 0027378737-0027378738
2 cb7f3£380e7£208203£c240 0017848139-0017848140
3 dc312082££03c78b3££00890 0025311917-0025311917
4 91cf21c3a6bcf9cc3bfB3d30 000764595%9-0007645960
5 3d1e3d1ff021f17fff7ed00 0010338415-0010338416
6 52e1d152830£7579157d7££0 0013%09197-0013909198
1 ee0b92829d3af97523884480 0019414825-0019414826
8 48e0d28a91e9759212150 0006120133-0006120134
9 280b9a796de55a0524a7ab80 0019995120-0019995121
10 a57de00b9654415214455950 0013151192-0013151193
fE:N 2ff4224cleb9fdcd277fa2c0 0020870186-0020870187
12 242023¢c5b42b448d4424420 0003684600-0003684601
13 1c00c400p80d7b7717a504e0 0014555372-0014555376
0043602431 0025116749 0016352600
14 271d28a73897b0d53a112e90 0030384027-0030384028
15 af92e2d017a0a68620d9f 0002326218-0002326218
16 621d6cd049%eael2211cf91d0 0011493461-0011493462
17 4¢cd4cced3300c0c300c030 0002589548-0002589549
18 £0108ef07£fef£270100d390 0001379037-0001379038
19 cee343bdf380508b3£fc2f130 0034599486-0034599487
20 28e4c09e42034££82093deb0 0018018019-0018018020
21 70342¢513009£d7e2c0£c470 0023027005-0023027006
22 e733b13b3f901c7c2c9fccdd 0023218075-0023218076
23 303c0c5fbffd4cffe3dd0f2e0 0032890254-0032890255
24 8f9cbfffc735c8200cl500 0017655527-0017655528
25 £340£031800f3b40c0b0000 0007747090-0007747091
26 £129d40484d1dcb4el £330 0001191888-0001191888%
27 ba0880cd2fd4b427cdcBcB0 0008272927-0008272928
28 eb8c5ee08915213a8443d30 0005553884-0005553885
29 8f0a0d002b54d7123037870 0002615364-0002615365
30 3dcedfc043b1792031cde40 0002708110-0002708111
3 fa00e09cb3b7b41l4aclich 0003958700-0003958701
32 3aff3f3947¢7c7£4534920 0003756668-0003756669
33 e377cfe5aebe7£153e080790 0033139650-0033139651
34 374a04322efelblecd4c4140 0008610069-0008610070
35 fh52bf2a2052£79ee70de0 0001215043-0001215044
Lecturas procesadas: 35
Porcentaje de coincidencias Hardware-Software:

iTodas las pruebas exitosas!

100%

0019414825-0019414826
0006120133-0006120134
0019995120-0019995121
0013151192-0013151193
0020870186-0020870187
0003684600-0003684601
0014555372-0014555376

0030384027-0030384028
0002326218-0002326218
0011493461-0011493462
0002589548~-0002589549
0001379037-0001379038
0034599486-0034599487
0018018019-0018018020
0023027005-0023027006
0023218075-0023218076
0032890254-0032890255
0017655527-0017655528
0007747090-0007747091
0001191888-0001151889
0008272927~0008272928
0005553884-0005553885
0002615364-0002615365
0002708110-0002708111
0003958700-0003958701
0003756668-0003756669
0033139650-0033139651
000B8610069-0008610070
0001215043-0001215044

Posicidn(es)
0017526450
0017526500
No encontrada
0017526600
0017526650
0042953150
0042953200
0042953250
0042953300
0042953350
0016351532
0016351750
0026062557

0016352650
No encontrada
0016352750
0016352800
0016352850
0016352900
0016352950
0016353000
0016353050
0016353100
0016353150
0016353200
0016353250
0016353300
0016353350
0016353400
0016353450
0016353500
0016353550
0016353600
0016353650
0016353700

0042953200
0042953250
0042853300
0042953350
0016351532
0016351750
0026062557

0016352650
No encontrada
0016352750
0016352800
0016352850
0016352900
0016352950
0016353000
0016353050
0016353100
0016353150
0016353200
0016353250
0016353300
0016353350
0016353400
0016353450
0016353500
0016353550
0016353600
0016353650
0016353700




5.2 Razon de procesamiento

Postertormente el sistema fue probado alineando diferentes conjuntos de lecturas cortas
a diversos cromosomas del genoma humano. Las lecturas fueron extraidas
artificialmente de dichas cadenas mediante el programa Gsim. Fste programa genera
lecturas en formato FASTQ), permitiendo simular diversos parametros como los errores
de secuenciacion, la razon de mutaciones, y la longitud y numero de lecturas. Ademas,
en el archivo de salida genera informacion del origen de la lectura, lo que permite

comprobar si las alineaciones son correctas.

En la tabla 5.1 se presentan los resultados al alinear conjuntos de 1 000 000 de lecturas
de 30, 45 y 60 nucleotidos al cromosoma 21. En cada caso se realizaron 20 corridas,
variando los parametros en Gsim y promediando los resultados para obtener un valor
significativo. El tempo de pre-procesamiento se refiere al tempo para calcular los
indices de FM y algunas otras operaciones de manejo de archivos. Fl factor de
aceleracion se calcula a partir de la ley de Amdahl. I.a concordancia software-hardware
se refiere al porcentaje de lecturas cuyos resultados de alineacién hardware coinciden
con los de la alineacion software. Las lecturas alineadas a su posicion original, fueron
determinadas al comparar los resultados de alincacion hardware con el origen de la
lectura proporcionado por la herramienta Gsim. Ll significado de los otros parametros

no requiere explicaciones adicionales.

Los datos demuestran una ecficacia del 100%, al obtener igual porcentaje de
concordancia hardware-software y al comprobar los resultados con la informacion de
origen proporcionada por Wesim. También se observa un factor de aceleracion
hardware promedio de 1.34 en relacion a la ejecucion software, pero que muestra un
ligero incremento al aumentar la longitud de la lectura. La comparacion de velocidad es

valida puesto que ambas implementaciones se ejecutan en el mismo sistema anfitrion.
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Tabla 5.1 Resultados de la alineaciéon de 1 000 000 de lecturas al cromosoma 21.

PARAMETRO

PRUEBAS

Longitud de lectura

40 nucleotidos

50 nucleétidos

60 nucledtidos

Tiempo de pre-procesamiento 7.917625189 s. 7.931704044 s. 7.856386185 s.
Tiempo de alineacion software 213.0899858 s. 237.0632579 s. 260.0875359 s.
Tiempo de alineacion hardware 167.1810338 s. 176.1040361 s. 187.1264360 s.
Factor de aceleracion 127 1.35 1.39
Concordancia Software-Hardware 100% 100% 100%
Lecturas alineadas a su posicion original | 100% 100% 100%

La prueba se modificé para caracterizar el comportamiento del acelerador al
incrementar la longitud de la cadena de referencia. Esta vez se alinearon conjuntos de 1
000 000 lecturas con longitud de 60 nucleétidos a los cromosomas: 22, 16, 11, 6, 3 y 1,
obteniendo los resultados de la Tabla 5.2. Como es de esperarse el tempo de pre-
procesamiento se incrementa al generar indices de mayor tamafio. Sin embargo al
observar los tiempos de procesamiento software y hardware, se nota un crecimiento
exponencial en el primero, mientras que el segundo se mantiene pricticamente
constante, como resultado el factor de aceleracion se incrementa. Esto significa que a
medida que la longitud de la referencia crece, el acelerador hardware se desempena con
mayor eficiencia, logrando un factor de 6.86 cuando se alinea al cromosoma humano
mas grande.. Lo anterior puede observarse con mayor claridad en las graficas de las

Figura 5.3y 5.4.

Tabla 5.2 Resultados de la alineacion de 1 000 000 de lecturas a diversos cromosomas.

PARAMETRO PRUEBAS

Cadena de referencia Chr22 Chrl16 Chr11 Chro Chr3 Chrl

Long. dc la referencia | 49 528 953 | 88 822254 | 132130853 | 170 896 993 | 199 446 827 | 247199 719
1. de pre-proc. 8.14119 17.70956 28.94125 40.07135 175.15554 246.28346
T de alineacion S. 260.69301 | 262.88986 | 282.06603 539.18839 614.64447 1372.88544
T. de alineacion 1. 186.47966 | 187.00379 | 196.70732 200.83575 205.05696 198.05066
Factor de aceleracion 1.39 1.40 1.44 2.68 299 6.82
Concordancia [1-8 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Lecturas alincadas a su | 100% 100% 100% 100% 100% 100%
posicion original
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Figura 5.4 Factor de aceleracion del sistema.

5.3 Uso de area en el chip y consumo de potencia.

La cantidad de area utilizada en el FPGA es otro factor fundamental del disefio, puesto
que de esto depende el mimero de nitcleos de alineaciéon que pueden albergarse en un
chip para maximizar ¢l paralelismo de la aplicacion y por consiguiente la razon de
procesamiento. Los recursos utilizados en el disefio se muestran en la Figura 5.5, como
puede observarse solo los bloques de entrada y salida (1/0), los transceptores {GT), los
buffers (BUFG) y los maédulos de manejo del reloj (MMCM) superan el 20% de su

totalidad. Estos bloques se utilizan principalmente en el Pico Framework, por lo que no
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incrementan al incorporar mas nicleos de alineacién. Bajo este principio se determina

que es posible incluir hasta 5 nucleos de alineacién en el disefio.

Por su parte la Figura 5.6 muestra el consumo de potencia en el FPGA, y su
distribucion en los diferentes modulos y sefiales. Siendo el consumo total de 5.45W
proveniente principalmente de la potencia dinimica del circuito. Ambas estadisticas
(consumo de area y potencia), fueron extraidas de los reportes post-implementacion de

la herramienta Vivado.

FF
LUT o
Memory LUT Jum
/0
BRAM s
BUFG -
MMCM -
PLL
GT S 40 -

Utilizacion (%)

Figura 5.5 Utilizacion de recursos del FPGA.

B GTX: 2440 W  (45%)
[J] Dynamic: 2.713W  (50%)
a5% Dclocks:  0.281 W

1%}‘4 1 Signals: 0.208 W

3 I Logic: 0118w
Har el : B BRAM: 0.208 W

B D PLL 0.117 W

| 20% | EMMCM: 0109 W
‘ PR
; | | B : ¢
oo | | 38% | CPHASER: 0554w
- | || Ovo: 1.036 W (35%)
ez [ PCIE: o.082w (3%
; [ XADC: 0.000W (0%
@%@ pevice static: 0.213W  (4%)

Figura 5.6 Distribucion del consumo de potencia en el Firmware.



5.4 Estimacion para multiples micleos de alineacion

Las pruebas presentadas unicamente han considerado un nicleo de alineacion, sin
embargo, debido a la modularidad del mismo, este puede expandirse para albergar
multiples micleos. En la seccion anterior se estimé que el FPGA incluido en la tarjeta
podria albergar hasta 5 madulos de alineacion, por lo que tedricamente la velocidad se
incrementaria en el mismo factor, lamentablemente esto no ocurre debido a que
unicamente se cuenta con un controlador de memoria, aun asi las lecturas pueden
segmentarse, en ¢l contexto segmentar la memoria significa enviar direcciones de lectura
al controlador sin esperar a que el resultado de la primera lectura retorne, esto le permite
ordenar apropiadamente las peticiones y disminuir los tiempos de acceso promedio. De
esta forma al incluir los 5 modulos de alineacion segmentando apropiadamente los
accesos puede lograrse, de acuerdo 2 las especificaciones de la tarjeta, una mejora en la
velocidad en un factor aproximado de 3. Debe enfatizarse que este calculd se realiza
para la tarjeta M505k325, pero al utilizar alguna de mayor numero de controladores de
memoria, el factor puede ser mucho mayor. Adicionalmente pueden instalarse hasta 6
modutos M505 en el backplane M500 trabajando simultineamente, el factor de
aceleracion con esta mejora en combinacion con la anterior seria cercana a 15

(considerando la sobrecarga de trabajo) con respecto al disefio base de un solo nucleo.

Generalmente los nuevos progmmars de alineacion toman como referente a BWA, por
lo que se realizaron las mismas pruebas de alincacion de la seccidon 5.2 en dicho
programa y s¢ compar6 con la estimacion anterior. Los resultados se muestran en la
Tabla 5.3, note como la implementaciéon a su maxima capacidad puede superar en
velocidad a BWA en un factor de aproximadamente 50X. Mediante este referente
también se comparo en la Tabla 5.4 ¢l desempefio del aceleradot propuesto con los
trabajos relacionados de la seccion 2.6. Puede notarse como el disefio, utilizando un solo
nicleo, es comparable en velocidad con CUSHAW Y SOAP 3, y a su mixima capacidad
compite con SHEPARD vy el trabajo de Fernandez, sin embargo utiliza mucha menor
memoria que el primero y no tiene la limitante del segundo en relacion al procesamiento

de solo unos cuantos KiB de nucledtdos.
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Tabla 5.3 Estimacion del desempefio del sistema con multiples nicleos.

Sistema Tiempo de Pre-procesamiento (s) | Tiempo de alineacién (s)
BWA 19256321 650.17225
Acelerador base 246.28346 198.05066
Acelerador con 5 ntcleos. 246.28346 66.016886
Acelerador con 6 modulos 246.28346 13.203377

Tabla 5.4 Comparacion de resultados con trabajos relacionados.

Alineador Tipo de Algoritmo | Caracteristicas
acclerador | base '
SOAP3 GPU Tablas Sus creadores reportan accleraciones de 7.5X
Hash comparado a BWA. Su disefio no soporta
(L C. M., y alineacion con cspacios.
otros, 2012)
CUSHAW GPU Indices de | 6X comparado a la versidn mult-hios de
FM BWA. No permite alineaciones con espacios
(Lin, Schmidt, &
Maskell, 2012)
SHEPARD FPGA Tablas Reportan velocidades extremadamente altas
Hash comparadas con herramicntas software como
(Nelson, Sistema BWA, Bowtic y MAQ (arriba de 100x).
Towsend, Rao, Convey Soporta Gnicamente alineacion exacta y es
Jones, & HC1 capaz de alinear solo un bajo porcentaje de las
Zambreno, 2012} lecturas entrantes, ademas de utilizar una
elevada cantidad de memoria (22 GB)
Trabajo de FPGA indices de | Al comparar sus resultados con el software de
Fernandez. ™M alineacion BOWTTE, obtienen aceleraciones
mayores a2 100X, sin embargo al almacenar la
{Fernandez, tabla de ocurrencia y el vector de frecuencia
Najjar, & en modulos BRAM, su aplicacion se limita a
Lonardi, 2011) cadenas de ADN relativamente cottas.
Este trabajo FPGA [ndices de | Se estima una aceleracién de 50X con
FM respecto 2 BWA. No permite alineaciones
inexactas. Requiere menos de 3 GB de
memoria en Iz tarjeta de desarrollo.




6 CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

En esta tesis se investigd ¢l estado del arte de las teenologias de secuenciacion de ADN
y de los programas de alineacion de lecturas cortas, encontrando que dichos programas
siguen siendo muy lentos comparados con la enorme velocidad de Jos secuenciadores
actuales, convirti¢ndose en el cuello de botella del proceso de analisis de genomas.
Posteriormente se determind que la mayoria de cstos programas estin basados en una
de dos estrategias: Tablas Hash o 'I'ransformada de Burrows-Wheeler {IBW), ambas
compattiendo el principio de pre-procesar la informacion creando una estructura (una
tabla en el primer caso y un indice en el segundo} que facilite, en el paso
cotmplementario, la localizacion de la lectura en la referencia. No obstante, desde el
punto de vista hardware la segunda solucion resulto mas atractiva, por varias razones
entre las que destacan el menor uso de memoria, la relativa facilidad de incorporar
busquedas inexactas al algoritmo sin modificar la estructura de indexado inicial, asi
como las operaciones simples requeridas, las cuales lo hicieron ideal para su

implementacion en FPGAs.

De esta fortna se disefié una arquitectura para implementar el algoritmo de busqueda
exacta basadas en los indices de FM, la cual es completamente modular v escalable. Su
implementacion hace uso de diferentes técnicas tales como el almacenar solo ciertas filas
del arreglo de ocurrencias y recuperar ¢l resto en tiempo real a partir de la TBW de la
referencia, y del intercalado de memoria, reflejando una importante reduccion de los

requisitos de memona del sistema v del nimero de accesos a esta.
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Capftulo 6: Conclusiones y trabajo futuro

Packeco Bantisia D.

El disefio fue sintetizado e implementado en el entorno de desarrollo vivado 2014.2 y
probado en la tarjeta de aceleracién M505k325t de la empresa Pico Computing, la cual
contiene el FPGA Xilinx Kintex-7 k325t. La tarjeta fue instalada en una computadora
con procesador Intel Core 15 de cuarta generacién con 8 GB en memotia DDR. Los
resultados comprobaron que el algoritmo se acelera utilizando este tipo de arquitectura
alterna, encontrando un factor de aceleracion de 6.82X con respecto a su ejecucion
softwate al incorporar un solo niicleo de alineacion y procesar el cromosoma 1 (247 199
719 nucledtidos), e incrementa exponencialmente al aumentar el nimero de nucledtidos
en la cadena de referencia. Adicionalmente, las caracteristicas de modularidad del disciio
permiten estimar un factor cercano a 50X con respecto a BWA en una implementacion
de miultiples niicleos de alineacion que explote completamente la capacidad del sistema,

la cual es de hasta 6 tarjetas M505 trabajando con el CPU anfitrion.

La confirmacion de la estimacion previa queda pendiente para trabajo futuro junto con
la inclusion de la alineacion inexacta, la cual se sugiere sea implementada mediante la
técnica siembra y extiende aplicada en el algotitmo de bisqueda basados en tablas Hash.
En esencia se utilizara la implementacion de alineacién exacta descrita en este trabajo
para encontrar las Jecturas que alinean en forma exacta a la referencia y su posicion en
esta. Posteriormente las lecturas no encontradas seran divididas en semillas y con el
mismo algoritmo se localizaran las posibles areas de mapeo. Finalmente, se extenderi la
bisqueda alrededor del area probable mediante un algoritmo de alineacién local, tal
como el Smith-Waterman, el cual reemplazara a los alineadores originales haciendo uso

de reconfiguracion dinamica parcial en el FPGA.

Otra sugerencia para trabajo a futuro es ¢l uso de tarjetas de aceleracién que incluyan
multiples controladores de memotia. Al hacerlo la velocidad del sistema puede
incrementarse notablemente incluso si solo se utiliza un FPGA. En tal caso el nicleo de
alineacion propuesto Unicamente requerira un tiempo de acceso para obtener los datos
necesatios para ¢l calculo de los valores de & y / en cada interaccién, muluplicando
inmediatamente la velocidad del micleo por 2, sin requerir segmentar los accesos a

meimoria.
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