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��RNA  3����
 *�
� ��) !"�#� +�?U�  � ��"���� �
?B
 ��� ��ZS� � u�\ ��  .����� �  ��So 6�\ �� ?"�

8���Z"�T� +� A���   ��) !"�#� +�?U�   �� �) *N ;��� �"�  

 ������
  �  ���� ��) �
?�
  >
�g
 �����  �  d�)

 +� _��T� 
� *
����( �  +( ���9 +� ���� �  ����N H�/  <T( 

 �   8��KJ +� .3"�( �  ;�?@��� ��) ^�� !

                                                           
1 Pacific Biosciences30 and Ion Torrent31 

2 Bowtie 
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 +�7� 

 ����  ��� ���Z"�T� ��) �
?�
 ����� +� �� 3")
�L �  *
����(edgeR  �RSEM   

 ������
  

 !H�/ 

 ;%7  +( ����� �  �B�R
 ��) �"���F ��� 0� �
�
� �) *N 
��
 ��

��.� ��"���� V��� ��� +�
�
 ��) �
?B
 ���



 ��
 _��9 .����Z� ������ !��F ! �( ��9 +� �%7( ��) V�
�    

 �S�� +� ��"���� �� ����N ��) �B�T"�

 � ��1 ��) �	
�� ���Z"�T�  +� ���F  +%�� 8���( �  ���Z"�T� ���1 

 ���J  ������ ���.��%/�
�� W�
��4 � �"7U�

.���/) *�% 
 >��= �� ������� �"����  � ���   8� ��1 �"/��  +� 07(  ����
� �� �g�  ��) ^�� +�
�
 �� ��KJ

6�  >
����  ������� �4�"n"�  <T( �
�� 
� *�HH#  ����
�� ��/��� �) �B�T"� ;�
 ���
�  �� e�OL +�  +(

*�9�� V�
�� �#� KE  ���� �  ��
�N
�� �� +�B�� �""`�  �) ���1 *N ��  .��)� +,���  

 !%���� ���   

 �� ���� �	
��  

 ���.��%/�
�� ���  0� ��
D4 3) � �"7U�  �
�� 
� ��"���� �
��
 ��"�  !O�  ��9 +� ��
 ^

RNA  ������� 8���S� ��  � +��7� �) �� ������ �) �
�� *�"� Q�-� ���
�� :�)� �  *�T�  +��4 ��& ��) +��7� 



� <��X  ��) +��7� ;"� >����   ��9 +� +( ���) ������.���� �  *�"  

 �L�� �
�� 
� W��7"� 0� !%���� ;�


 ���� �	
�� +J�7U   +�7� 

 ��"����  ��) +J�7U  !"�#� � �"	�� �
�� ������
 ���  ��
�����
 >�"�7JRNA 

������!"/�
���� *�"� � ��
�
�B ���
�� 8 �1�	�"� ��)  �
�%� 

 !=�\  ��) +��X���( 8�	�S� �
�� .��( �  +�
�
% �

+� !F
�\ +( �"��� +��
� +��� +%�� ���� �7� ������
 !%���� �� V�
�� �� +��7� �) �


 +� �%�1�	�"� �
�%�   +�

�%�1�	�"� � �����B >
�""`� +� +��� �� ��
� ��,  �/� ��2�  .��
 
�"�  � �/� �
�� �) �
?�
 � �) ^�� +7)

)���� �  <"=�� ��"���� �
?B
 ��� ���� [�  ��   +J�7U  ���. sf.nethttp://trinityrnaseq(   �� ;�
 �� �

W��7� �  +	�H  ;�
 6�9 ;"� 
� 6��,� 0� +( 3"�( �  +�
�
 
� >�"�7J ;�
 

 +J�7U  0� �  ��U�
 �) �"���F *
?"  

 G��
 ��  !%���� ;�
 .��( � ������
  ��
?B
 ��� +X/� 

Trinityrnaseq_r2013-02-25    *�Z9�X   � ����

 ! �%� 6�\ �� 
�� +� 
�� �T)�l� �
?B
 ��� 0� ��"���� +( �� *
 

  +( ����� +��
� �2� �� ��/��� �) ����
�L �

� � �) �� 
��� 

 �L�� 8��
.���( �""`� ����N ��
?B
 ��� ��) +X/�  �� ��
 ;%7  !��B ��) �� X/� ;��� ���� +

 �� *
�� �  
� (�7�)
� )^�� ;�
tutorial.html http://trinityrnaseq.sf.net/trinity_rnaseq_ �B�� 0�  .

 6�7,  �����( ���   
� *
����( �  � �/"� !%���� ;�
 �� ��� <"=�� �����( ���  

 >����  ��"/� 8��"���� �
��
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.3"�( �  ��L e�L ��) ��
� ��� �� !%���� ��"4 ��( +� 

 !ZF  ^�� ! �( �
��
 +� +"=��  

 !ZF 8��KJ +�

���
 �� 3"�( �  _��T� 
� �7�  �  8^��  ;�
 �� ��� <"=�� !\
�  �
��
.�"�( +,	�-  
� !%���� !( 
  

 �
�   

>
?"SU�  

• )�) ��
� (���/) �"`�  �7� �T�� 
N d
�)
  _Z9 �� >� �?�  

•  )�
?B
 �X�  ���". �(64  �� 8Y(��"	 ! �J 3�/"� �� ��"�1  �)  �


 +� c"41M PE (�f
�F 

  +X/� ��"����trinityrnaseq_r2013-02-25: http://trinityrnaseq.sourceforge.net  

 ������  +X/�0.12.9: http://bowtie-bio.sourceforge.net)RSEM  ������ �� �
�� 
2  

 �/"� ��4
��

=�\ *��"79
 ��� ;�
 ������ �
�� +X/� ;��LN +( �"�( !1  *��(
 +( 
�v. 0.12.9   �� +( ���� � 16  �Z ���

2012 .(.�"�( �  �B���� 
� ��
 ��� �T��   

   +X/� ?	�� ��  

0.1.18samtools/ http://sourceforge.net/projects/samtools/files/  

+X/�  

R 82.15: http://www.r-project.org  

 +X/� +��K�  

/2.2.27 LATEST: ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/ 

  

  >�7"2��   �� (��"���� ?� +� )w�B ��� 'O� ��
?B
 ��� ��) �
?�
 

 0� �) +( �"�( !=�\ *��"79
PATH 

�
 �
�
� �7� �4
 6�E  �
�� .���
� ���� �7� Y(��"	 ����(��
�  �� +( �"�/) ���) �
?/usr/local/ tools  8

 >�7"2�� �"�
�� �  �7� 8��
 ��� 'O�PATH  

 �� � �/� �"/   �� ����(��
� ;�
 

 ������
 �
�� 
� ��L

_��9  

% export PATH=/usr/local/tools:$PATH  .�"�( ����� 
�� +�  

 >
?"SU� �

��
 �
�  
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  �-"#  �"`�  0� 8�	�S� �
�� �S�� � �
�X	� ��9 +�TRINITY_HOME  � ���( ;�?@��� 
�

‘/software/trinityrnaseq’   8>��= ;�
 �"5 �� .�"�( ;�?@��� ��L ��"���� �
?B
 ��� 'O� �"/  �� 
� ��


  +( �"/���� 
� �� �( �"/   �"�
�� �  �7�$TRINITY_HOME �  �)�o �7�)
�  ;�
 �� .����  

% export TRINITY_HOME=/software/trinityrnaseq  

  �
?B
 ��� +( ;�
 

 �,�R 8����( 'O� 
�  ��) +�/� ��/��� �7�R :�"�( 'O� 
� ��
  

1. Bioconductor: http://www.bioconductor.org 

2. edgeR: http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html 

3. gplots 

  �
?B
 ��� �� ��( ;�
 ��U�
 �
�� �"/  ;��� ����R :��
 ��
 !%� +�  

% R 

> source(“http://bioconductor.org/biocLite.R”) 

> biocLite() 

> biocLite(“edgeR”) 

> biocLite(“ctc”) 

> biocLite(“Biobase”) 

> biocLite(“ape”) 

> install.packages(“gplots”) 

  

 ��) ��
��%7( � �7�)
�  

 ��/��� �7� 8�7�)
� ��) ��
� ;�
 �
��   ���� �	
��  ��) ��
�RNA  

 
� +��� e�LSchizosaccharomyces 

pombe )�Z�  �� ��� <"=�� V�
�� ��S& �� +�B�� ���45(  �� ���  8���g 
�B  8�7����@	 ��� :����"� ����

)�
 +�\� ds)���
�\ ]�� � (hs  �� 0� �)  +( (1  ���� �	
��  ��) ��
� �����@ rna  +B�9 ��  +��� e�L

  �  ��" ���
4 .��
 �
�7)  +B�9 ��  �f
�F �����@   

 ��
D@7) � �"7U� �
�� �) �f
�F  

  ;�
 

 ���
�� �� *
�� �  
� �) ��
�URL  

 ������
 �� *� �B VL 

 3"H�/  ��9 +� �� � [� �4 ���  0�  ��wget  

:��( ����
� ��
 _��9 
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%wget\http://sourceforge.net/projects/trinityrnaseq/files/misc/TrinityNatureProtocolT

utorial.tgz/download 

  >��= +�  ��/��� ��� ����
� !��B‘TrinityNatureProtocolTutorial.tgz’  � ��� ��
D4 ���540  �����@ 

:�"�( 
�� ��
 ^�� �� 
� !��B ;�
 .��
� �

��
  

tar –xvf TrinityNatureProtocolTutorial.tgz  

  ����(��
�  0� �� ��
 ��) !��B �"	�� ��/��� +(TrinityNatureProtocolTutorial/  �  ��
 >����#  ��

:��(  

S_pombe_refTrans.fasta # reference transcriptome for S. pombe 

1M_READS_sample/Sp.hs.1M.left.fq # PE reads for heatshock 

1M_READS_sample/Sp.hs.1M.right.fq 

1M_READS_sample/Sp.log.1M.left.fq # PE reads for log phase 

1M_READS_sample/Sp.log.1M.right.fq 

1M_READS_sample/Sp.ds.1M.right.fq # PE reads for diauxic shock 

1M_READS_sample/Sp.ds.1M.left.fq 

1M_READS_sample/Sp.plat.1M.left.fq # PE reads for plateau phase 

1M_READS_sample/Sp.plat.1M.right.fq 

samples_n_reads_described.txt # tab-delimited description 

file. 

   ��L ��) ��
� +( ��
� ��2��
 !%���� ;�
 ��P�� �"�"( 8[��- ��  a����  ���� � �) �(��� 8����
�N +��4 �) 

 ���J

.����� +��
�  

^��  

   ���� �	
�� (��
D@7))W�
��4RNA  :*� 
)��"���� 

 ������
 �� ������60  ��90 (+H"F�  

1- ��U�
 ����(��
� >����#  *�
� �
�F � ��( +��� 0� ‘TrinityNatureProtocolTutorial  G��
 �� )*N ��

(�
�  WX� 
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2-  83����
 *�
� ��) !"�#� +�?U� !"S/� ��2�  +�  ���� �	
�� ��) ��
�RNA  

 +J�7U  0� +� �) +��7� !( ��

����  ���  ��"���� +J�7U  0� �"	�� �
�� �) ����� ��) �f
�F  +7) .���� �  w�#	
"s&"  !��B 0� 0� ��

��) �f
�F  +7) � ��� '"(��" ��
�" :���� �  '"(�� ��
 _��9 

  !��B 0�  0� �� 

% cat 1M_READS_sample/*.left.fq > reads.ALL.left.fq 

% cat 1M_READS_sample/*.right.fq > reads.ALL.right.fq 

3- ���� �  �"7U� � ��
D@7) ��
 �"/   _��9 

 ��"���� 

 ������
 �� �) ������ �� �) �f
�F 8*��(
 

% $TRINITY_HOME/Trinity.pl -seqType fq -JM 10G \-left reads.ALL.left.fq -right 

reads.ALL.right.fq - SS_lib_type RF -CPU 6 

 

 +��?4–JM  �
�H   6���( *�% 
 ����( +�RAM  ^��7�  �9 �� ������
 ��� Jellyfish kmer    ;�
 �� +(

  8��� 10  +��?4  .�)� �  
� ��
 �� �����@"4–CPU .�)� �  
� �

�  ��) ���
�B �
�,� 6���( *�% 
  +� +�/�

 �� ��) �	
�� >��= +� �) ������ ��� �
�� 
�� ��) ������  .�"�( 6�7J
 
� >
�""`� ;�
 �"�
�� �  ��L 3�/"�

 � �BFASTA !��B  �� ����L Trinity.fasta’ ‘trinity_out_dir/  .���
� ����  

 

4-  ‘TrinityStats.pl’  �
�H    � 
?�
8�) ������  

 ��
�,� 8 ��
N50 "��(c  G��
 �� 
� ������‘Trinity.fasta’ 

file  c�"�(  �
�H  .��( �  ^�
?4N50 !F
�\ *N '��  +� +( ��� �  <��,� �	�9 37�?(�   >��= +� +(8

50  +( ���
� ���� 6�9 !F
�\ �� ��) c"� ;( �� !( +�B�� �"7U�  ��) �	
�� �=��  a�
� jL�� 0� P�7, 

���1 �"7U� �� W�
��4  >���U   ����
�
 �
��  +�"T"� 8���1 ��) +J�7U    dKL �� +( �"��� +��
� +��� .���� � 

 �
��N50 :�/"� '���  ���.��%/�
�� �
��  0�   

 )���  ��
� +J�7U  0� G��
 �� jL�� 0� 

 ������


��"�  � ��� ����
�� ���  ��) *1 �
�,� ���
�� � (����T��L  ��) +��4 �� +��4  6�9  >��= +� �) *N ��
D4 ���

(�"�"Z� 
� ��
 )! �(  �
�H  86�\ ;�
 �� .��
 �� '��� N50 � )��
� + 
�
 W�
��4 +( ;�
 �"��� �
�� ��
�H  0� �7

 ;"@��"  ������ 6�9 +� 0��?� *N 6�9 +( ���
� ��2��
 
�S. pombe:;"@��"   81397 .��
 �"�  (
��  



�.��%�
 ‘$TRINITY_HOME/utilities/TrinityStats.pl’  ��"���� ��) +J�7U   �
�� ��� N ;�
 ����� �
��

.�"�( ������
 

% $TRINITY_HOME/util/TrinityStats.pl trinity_out_dir/Trinity.fasta  
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 )�"�"(  ����
�
 :*� 
 )(���"�L
 �	� ���  +"=��90 (+H"F�  

5-  �"/�� ���  ���.��%/�
�� .���  ��
� +J�7U  0� ���� ��)
 �� ������ >���U   � �%"��1 '"(�� z�J �����

 

 ���Schizosaccharomyces pombe  >��= +�S_pombe_refTrans.fasta  .��� �  +�B�4 �2�  ��

 <"=�� ��
 >��= +� +( ��"���� +J�7U   �� *N W��7� !"�#� �
�� ��� !"�#� +�?U� �.��%�
  �  ��K��@   



:�"�( ������
 ��� �  

 !��B  :<	
fasta �"�( +"S� ��K� Y"����� >��= +� 
� ���  ���.��%/�
��  

% makeblastdb -in S_pombe_refTrans.fasta -dbtype nucl  

�"�( 
��
 ��"���� +J�7U   �� ��� +�L��� ��) ������  �
�� 

�� 3) �
�� 
� ��K��@  :[  

% blastn -query trinity_out_dir/Trinity.fasta \-db S_pombe_refTrans.fasta \-out 

Trinity_vs_S_pombe_refTrans.blastn \-evalue 1e-20 -dust no -task megablast -

num_threads 2 \-max_target_seqs 1 -outfmt 6 

 +( ��F� :{Blast �"�( 
��
 w�B Y"�����  �	�9 W���  ����� �
�� 
� ��
 �.��%�
 8�"�� *���� +�  

% $TRINITY_HOME/util/analyze_blastPlus_topHit_coverage.pl \ 

Trinity_vs_S_pombe_genes.blastn \ trinity_out_dir/Trinity.fasta \ 

trinity_out_dir/Trinity.fasta \  

6-   ���� �	
�� ��) �f
�F  �
�,�RNA +( �"�( ����� 
� �����  �  ��
� W��7� ���.��%/�
�� �"7U� �  ��
D@7)  ��

 �.��%�
 0� ��"���� .���‘alignReads.pl’   �  +�
�
 
� 

�� 3) � �
�� �� 3) �
�� 
� ������ �
?B
 ��� +( ��(

 ��� +� �) �f
�F ���� +���  Y.� � ��"���� ��) c"� ;( �� 
?U  ��9 +� s& � ��
� >�,-F ��) �f
�F �
��

�) ;7R ��( �  
��
 .���( �  u�\���� �7� ��� ��L ��� �� '���  ��9 +�  +( 
� �) �f
�F 0�  +( ;�
  

alignReads.pl �"�( 
��
 ��
 _��9 

 
�  

% $TRINITY_HOME/util/alignReads.pl --seqType fq \--left reads.ALL.left.fq--right 

reads.ALL.right.fq \--SS_lib_type RF --retain_intermediate_files \--aligner bowtie \--

target trinity_out_dir/Trinity.fasta -- -p 4 

7-  ��F� +(" alignReads.pl"  >�7"2��  �� P�� �� +( ��9 *�7) 8��� �  
��
 +��� e�L ��) ��
� 

 ������
 ��

 �� 
���SS_lib_type RF 
��  8�� +��4 ��) 
)Y�� ���
 +��� 

 (+)Y�� +��� ��-(   !��B +7) .��( �  
�� 
�



17 

 

 ��) !��B +�7� 

 ����L ��)SAM    � �f
�F ��� �� ��� '�� >�O�X  G��
 �� ��� '��  ����(��
� �� ��/��� 

‘bowtie_out/’  + ���� �
��
 �� �) ������  Y�� +��� �� (��� 0� !F
�\ )�/7) ��) �f
�F �
�,� .���"4 �
�F

Y�� +��� �f
�F ��� G��
 �� ��� '��  �

�� 3) !��B ��� �� ��
 :���� �  ^��7� 

% $TRINITY_HOME/util/SAM_nameSorted_to_uniq_count_stats.pl \ 

bowtie_out/bowtie_out.nameSorted.sam.+.sam 

 

���N��  

 ������
 �� ��
�
�BRSEM:*� 
 )40  ��60 (+H"F�  

  �
��
 �� ������ ��
�
�B ��) ���
��RSEM  ��� ��
� *�T� ��
 �� +( ��%� +� +��7� �) �
�� +��4
�� ��9 +�

.��
 �  ���� ��
   �.��%�
PERL8 run_RSEM_align_n_estimate.pl  ��� �
�� 
� �-�
� 0� �4��� +�

 �
?B
RESM 8���( +�
�
  ��) 6��,  +� 
� ���N ��"���� *� �B VL  ��) �� 
���RSEM   Y.� � ���( +7��� �) *N

 �
?B
 ���RSEM .��( �  
��
 
�  !\
�  )��
 +9���  +�\�  �)15-18(  ��) !��B

(‘$ {prefix}.isoforms.results’ � ‘${prefix}.genes.results’)  �
�� 
� ��
�
�B ��) ���
�� ���\

 6��� )��"���� ��) �����1 6��� )
?�
 � (2( .��( �  �"	�� ${prefix}  �� !��B ��� �� G��
>�7"2�� ‘--

prefix’ .��
 ��B +� �O#�  +��7� �) �
�� +( ��
 ��
 >
����� ��  �� 
��� +� +��� �� +( �"��� +��
� +��� ��-	

 6�
�� �� ��� ^�
?4 ��)1  �2 ��
� p�7U   >��= +� �g�  6�9 � *1 6�9 8IsoPct   � ������ ��) 6�9 



�g�  ��) 6�9 �2��
 ���  �
�,� .��� �  <��,� 8*1 �TPM  �FPKM  ���  ������  �
�,�  p�7U  >��= +�

 ��2��
TOM  �FPKM ���� �  <"J��  

15- RSEM :�7����@	 
�B �
��  

% $TRINITY_HOME/util/RSEM_util/run_RSEM_align_n_estimate.pl \--

transcripts trinity_out_dir/Trinity.fasta \--prefix LOG 

16- RSEM �
 +�\�  �� �""`� 
�B  �
��  

% $TRINITY_HOME/util/RSEM_util/run_RSEM_align_n_estimate.pl \ 

--right Sp.ds.1M.right.fq \--prefix DS 

17- RSEM ���
�\ ]�� �
��  
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% $TRINITY_HOME/util/RSEM_util/run_RSEM_align_n_estimate.pl \--prefix HS 

 

18- RSEM :���g  
�B  �
��  

% $TRINITY_HOME/util/RSEM_util/run_RSEM_align_n_estimate.pl \--

prefix PLAT 
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% $TRINITY_HOME/util/RSEM_util/merge_RSEM_frag_counts_single_table.pl\ 

PLAT.isoforms.results  >  Sp_isoforms.counts.matrix 
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% $TRINITY_HOME/Analysis/DifferentialExpression/run_DE_analysis.pl \  
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% cut -f1,3,4 DS.isoforms.results  >   Trinity.trans_lengths.txt  

22-   �
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% $TRINITY_HOME/Analysis/--lengths Trinity.trans_lengths.txt 
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% cd edgeR_dir/-C 2 -P 0.001 
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% $TRINITY_HOME/Analysis/DifferentialExpression/define_clusters_by_cutting_tr

ePtree 20 -R diffExpr.P0.001_C2.matrix.R.all.Rdata 
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% $TRINITY_HOME/util/run_Trinity_edgeR_pipeline.pl \  
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