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Background	  
Non-‐coding	  small	  RNAs	  (miRNA,	  siRNA,	  piRNA,	  …)	  are	  involved	  in	  the	  regula@on	  of	  genes	  
and	  transposable	  elements	  as	  well	  as	  in	  the	  defense	  against	  viral	  infec@ons.	  Their	  
discovery	  and	  their	  func@onal	  characteriza@on	  rely	  heavily	  on	  high	  throughput	  RNA	  
sequencing.	  	  
	  
The	  ~20:30nt	  length	  of	  small	  RNAs	  raises	  specific	  challenges	  for	  meaningful	  read	  mapping	  
and	  analysis,	  so	  that	  standard	  RNAseq	  analysis	  methods	  have	  to	  be	  adapted.	  	  
Based	  on	  our	  own	  experience	  and	  through	  interac@ons	  with	  	  collabora@ng	  teams,	  we	  
provide	  an	  integrated	  set	  of	  galaxy	  tools	  that	  should	  streamline	  the	  most	  frequent	  small	  
RNA	  analysis	  workflows,	  while	  being	  usable	  by	  novice	  users.	  	  
The	  toolsuite	  includes	  a	  modified	  bow@e-‐wrapper	  and	  workflows	  that	  allow	  users	  to	  
quickly	  and	  reproducibly	  interrogate	  various	  aspects	  of	  small	  RNA	  biology.	  
We	  provide	  tools	  for	  the	  discovery	  and	  differen@al	  expression	  analysis	  of	  miRNAs	  and	  a	  
way	  for	  genome-‐wide	  visualiza@on	  of	  miRNA	  precursors	  that	  complements	  Trackster.	  
Furthermore	  we	  provide	  tools	  to	  detect	  the	  “ping-‐pong”	  biogenesis	  signature	  of	  piRNAs,	  
to	  detect	  piRNA-‐producing	  loci	  in	  the	  genome	  and	  to	  study	  and	  visualize	  the	  impact	  of	  
piRNAs	  and	  siRNAs	  on	  transposable	  elements.	  	  
	  
A	  demo	  server	  is	  available	  at	  hhp://mississippi.fr,	  and	  the	  mississippi	  toolsuite	  can	  be	  
installed	  from	  the	  teshoolshed.	  
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A	  simple	  and	  easy	  to	  use	  read	  clipper.	  Read	  clipping	  is	  very	  important,	  
since	  unclipped	  reads	  would	  result	  in	  misinterpreta@on	  of	  small	  RNA	  size,	  
and	  hence	  the	  biological	  role	  of	  the	  small	  RNA.	  

A	  tool	  for	  rapid	  itera@ve	  mapping	  and	  coun@ng	  of	  small	  RNA	  reads	  against	  various	  references.	  
This	  allows	  for	  a	  rapid	  check	  of	  library	  quality	  and	  can	  be	  used	  to	  obtain	  library	  normaliza@on	  factors.	  

An	  alterna@ve	  wrapper	  for	  Bow@e	  1,	  focused	  on	  small	  RNA	  mapping.	  
Allows	  fasta	  reads	  as	  input,	  hides	  commandline	  op@ons	  and	  provides	  the	  
possibilty	  to	  (addi@onally)	  obtain	  mapped	  and	  unmapped	  reads	  as	  fasta	  
files.	  

The	  piRNA	  signatures	  tool	  calculates	  the	  overlap	  frequency	  between	  mapped	  reads	  at	  a	  specific	  posi@on	  
and	  reads	  that	  are	  in	  the	  immediate	  vicinity.	  Certain	  genomic	  clusters	  give	  rise	  to	  reads	  preferen@ally	  	  
overlapping	  by	  10	  nucleo@des,	  a	  consequence	  of	  the	  biogenesis.	  The	  user	  can	  choose	  to	  display	  the	  tendency	  
for	  all	  mapped	  reads	  or	  split	  by	  chromosome	  header	  (controlled	  by	  the	  “Graph	  type”	  op@on).	  

The	  size	  distribu@on	  and	  readmap	  tools	  allow	  the	  rapid	  analysis	  of	  the	  size	  distribu@on	  and	  
loca@on	  of	  mapping	  for	  hundreds	  of	  loci	  for	  mul@ple	  sampleswith	  a	  single	  click.	  The	  tools	  
can	  op@onally	  be	  guided	  by	  a	  GFF	  file	  describing	  the	  coordinates	  of	  interes@ng	  features,	  
such	  as	  transposable	  elements,	  piRNA	  clusters,	  tRNA	  loci,	  a	  set	  of	  up-‐	  or	  downregulated	  
genes	  	  

A	  tool	  that	  allows	  the	  visual	  inspec@on	  of	  pre-‐miRNA	  arm	  usage.	  Aso	  outputs	  count	  lists	  
that	  can	  be	  used	  for	  differen@al	  expression	  tes@ng.	  

A	  MirDeepStar	  wrapper,	  used	  for	  de-‐novo	  detec@on	  of	  miRNAs.	  
Generates	  a	  GFF	  output	  file,	  that	  can	  be	  used	  in	  the	  Parse	  
miRNA	  tool	  to	  profile	  miRNA	  expression.	  
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A	  simple	  read	  coun@ng	  tool,	  that	  counts	  the	  reads	  per	  chromosome,	  which	  
is	  helpful	  when	  profiling	  transposons	  and	  piRNA	  clusters.	  


