
RNA-‐Seq	  based	  analysis	  of	  differen5al	  gene	  expression	  
Using	  RobiNA	  –	  a	  quick	  guide	  



Step	  1:	  Data	  import	  

Click	  “Add”	  to	  
import	  raw	  FASTQ	  

files….	  

A;er	  selec<ng	  „alterna<ve	  
input“	  you	  can	  load	  SAM/

BAM	  alignments	  or	  
precomputed	  counts	  tables	  

click	  the	  ques<on	  
mark	  for	  details	  on	  the	  
required	  counts	  table	  

format	  
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Step	  2:	  Quality	  checking	  

Freely	  combine	  
quality	  check	  modules	  

by	  selec<ng	  
„include“	  ...	  

...and	  op<mize	  the	  
seKngs	  according	  to	  
your	  needs.	  Star<ng	  

more	  parallel	  
processes	  will	  

require	  a	  mul<	  CPU	  
machine	  with	  

sufficient	  memory	  

Check	  the	  memory	  
informa<on	  to	  make	  
sure	  there‘s	  enough	  

free	  resources.	  
S<cking	  to	  the	  

defaults	  might	  result	  
in	  longer	  run<me	  but	  
is	  also	  more	  stable	  
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Step	  3:	  Raw	  read	  trimming	  to	  remove	  low	  quality	  data	  

Drag	  &	  drop	  trimmer	  
modules	  from	  the	  list	  
to	  the	  open	  space	  on	  
the	  right.	  Trimmers	  
will	  be	  executed	  in	  

the	  order	  you	  choose	  

SeKngs	  for	  each	  individual	  
trimmer	  module	  can	  be	  
adapted	  to	  your	  needs	  

Click	  „Clear“	  to	  start	  
again	  when	  not	  

sa<sfied	  with	  the	  	  or	  
order	  of	  modules	  
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Step	  4:	  Experiment	  layout	  

First	  enter	  each	  experimental	  condi<on	  used	  in	  
your	  experiment	  –	  e.g.	  „control“,	  stress“	  etc.	  

Then	  define	  the	  samples:	  E.g.	  file	  
SRR392118.fastq	  contains	  the	  reads	  of	  the	  first	  

replicate	  of	  the	  control	  sample	  

Select	  the	  sample	  and	  
click	  „Remove“	  if	  you	  
made	  a	  mistake	  and	  
want	  to	  add	  the	  file	  to	  

another	  sample	  
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Step	  5:	  Mapping	  of	  the	  reads	  to	  a	  reference	  -‐>	  Generate	  counts	  table	  

Select	  the	  reference	  
type.	  Both	  

transcriptomes	  and	  
genomes	  are	  possible	  

Choose	  the	  seKngs	  
for	  bow<e	  	  and	  

conform	  your	  choice	  
by	  clicking	  	  

“Use	  these	  seKngs”	  

Start	  the	  mapping	  
process	  

Bow<e	  indices	  only	  
have	  to	  be	  built	  once.	  
The	  drop	  box	  shows	  a	  

list	  of	  already	  
available	  indices	  
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Step	  5:	  Mapping	  of	  the	  reads	  to	  a	  reference	  -‐>	  Generate	  counts	  table	  

A;er	  the	  mapping	  process	  is	  
finished,	  a	  summary	  graph	  of	  the	  

gene	  count	  distribu<on	  and	  
mapping	  details	  are	  shown	  for	  
each	  sample	  that	  was	  defined	  in	  
the	  experiment	  layout	  step	  (4)	  
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Step	  6:	  Analysis	  setup	  

Each	  box	  represents	  all	  replicate	  
samples	  taken	  for	  the	  respec<vy	  

condi<on	  
To	  define	  a	  comparison	  
of	  interest,	  simply	  hold	  
down	  the	  CTRL	  key	  and	  
click-‐drag	  to	  draw	  an	  
arrow	  between	  two	  
boxes.	  The	  arrow	  

shown	  here	  defines	  the	  
comparison:	  

„control“	  minus	  „stress“	  
Modify	  the	  sta<s<cs	  
method	  and	  seKngs	  

according	  to	  your	  need	  
or	  use	  the	  robust	  

defaults	  

Right-‐click	  and	  
choose	  

„delete“	  to	  
remove	  

accidentally	  
drawn	  arrows	  

! 
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Op5onal	  step	  6.2:	  Annotate	  the	  results	  with	  func5onal	  MapMan	  Bins	  

In	  case	  you	  are	  working	  
with	  an	  organism	  for	  which	  
a	  MapMan	  mapping	  is	  
available	  you	  can	  choose	  
to	  create	  an	  addi<onal	  
result	  table	  in	  which	  all	  
genes	  are	  annotated	  with	  
func<onal	  terms	  (named	  

„Bins“).	  



Step	  7:	  Analysis	  finished	  -‐	  browse	  results	  

The	  analysis	  is	  done	  –	  You	  
can	  browse	  the	  results	  
directly	  within	  RobiNA.	  A	  
PDF	  file	  with	  the	  same	  
content	  is	  automa<cally	  
saved	  in	  the	  project	  

directory	  for	  
documenta<on	  and	  review	  
(plus,	  of	  course,	  all	  result	  
tables	  and	  plots,	  quality	  
check	  results,	  trimming	  

details	  etc.)	  


