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Transcriptoma

• A soma de todas as moléculas de RNA
‒ produzidas em uma célula
‒ sob um determinado conjunto de condições

• O seu estudo permite:
– detecção de genes
– mecanismos moleculares

Leninhger, 14 ed
Cassar-Malek, 2008

podem ajudar na descoberta de 
biomarcadores para 

características de interesse 
econômico

Como diferentes tipos de células  podem ser 
originadas de uma única célula fecundada?

Ranking Pâncreas % Fígado %

1 Procarboxipepitidase A1 7,6 Albumina 3,5

2 Tripsinogênio 5,5 Apolipoproteína A-I 2,8

3 Quimotripsinogênio 4,4 Apolipoproteína C-I 2,5

4 Tripsina 3,7 Apolipoproteína C-III 2,1

5 Elastase 2,4 ATPase 1,5

6 Protease E 1,9 Citocromo oxidase 3 1,1

7 Lipase 1,9 Citocromo oxidase 2 1,1

8 Procarboxipepitidase B 1,7 Alfa1-antitripsina 1,0

9 Amilase Pancreática 1,7 Citocromo oxidase 1 0,9

10 Lipase estimulada por sais biliares 1,4 Apolipoproteína E 0,9

Complexidade dos Genomas Eucariotos

• Genomas grandes 

– Aproximadamente 22 mil genes em bovinos

• Divididos em cromossomos

• Diferentes tipos celulares

– Regiões ativas diferentes

– Resultam em transcritos diferentes
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• Após a transcrição do RNAm, são necessárias 
algumas alterações

Pré RNA                    RNA maduro

• Splincing

• Adição do CAP e Cauda Poli-A

CAP: guanina modificada 
Ponto de ligação do 
Ribossomo

Spliceossomos

Splicing

3’ é clivado

Cauda poli-A é 
adicionada

Stop códon

Splicing Alternativo Splicing da Miosina

• Molécula de RNA funcional, ou seja, não precisa ser traduzida 
em proteína para que a informação contida em sua sequência 
exerça sua função

• RNA não codificadores (ncRNA) são todos os RNAs que não 
são RNA mensageiros (mRNA), portanto , que não codificam 
proteínas

• Tipos:

– tRNA

– rRNA

– snoRNA

– snRNA

– microRNA

RNA não codificador
• Porção do transcriptoma que não é codificadora 

chega a ser até 4 vezes maior que a porção 
codificadora

• Maior parte do genoma, que não codifica 
proteínas, parece estar envolvido na regulação da 
expressão gênica durante o desenvolvimento e 
a diferenciação dos organismos mais complexos
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Sequenciamento de DNA

• É o processo de determinação da ordem precisa de
nucleotídeos na molécula de DNA

• Inclui qualquer método ou tecnologia que é usada
para determinar a ordem das quatro bases
nitrogenadas: Adenina, Guanina, Citosina e Timina

• Com o advento de métodos rápidos de
sequenciamento de DNA, grandes descobertas e
pesquisas médicas e biológicas tem sido aceleradas
na última década

O que diferencia as formas de vida é a sequência, 

organização e expressão do material genético

Para que sequenciar?

• Sequenciamento de Primeira Geração (CLONAGEM)

• Degradação química – Maxam & Gilbert

• Interrupção da cadeia (ddNTPs) – Sanger

• Sequenciamento de Segunda Geração (AMPLIFICAÇÃO CLONAL)

• HiSeq, MiSeq , HiScan SQ - Illumina

• 454 –Roche

• Solid – Applied Biosystem

• Ion Torrent – ABI – Life Technologies

• Sequenciamento de Terceira Geração (SINGLE MOLECULE)

• Nanopore – GridIon/MiniIon

• Heliscope - Helicos Biosciences

• PacBio RS – Pacific Biosciences

Como Sequenciar?

2ª Geração – Amplificação Clonal

Illumina Ion Torrent

Tecnologias

Plataforma
Preparo das 

Amostras
Comprimento 
das Leituras

Rendimento 
por Corrida

Método de 
Sequenciamento

Precisão

Illumina
Solexa

PCR em Fase 
Sólida

300 pb 600 Gb
Sequenciamento 

por síntese
>98,5%

Ion Torrent PCR em Emulsão 400 pb 10 Gb
Sequenciamento 

por síntese
98%
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Qual a principal vantagem do 
sequenciamento de segunda geração?

TEMPO!!!

O sequenciamento  do genoma  humano 
demorou 13 anos para ser concluído

Com essa nova tecnologia, sequenciar o genoma 
humano demora em média 1 semana!

• Preparo das Bibliotecas de cDNA

• Amplificação clonal

• PCR em emulsão
• PCR em fase sólida

• Sequenciamento

Etapas

Metodologias – Sequenciamento de 
2ª Geração

• HiScan SQ: Híbrido (Sequenciamento e 

Genotipagem)

• HiSeq: sequenciamento em alta escala

• MiSeq: sistema de pequena capacidade

Illumina
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Single Read

5’ 3’ 

5’ 3’ 

Paired-end

5’ 3’ 

5’ 3’ 

Read Length = 50, 100, 150 ou 300 pb?

Reads por amostra?

Cobertura recomendada: 30X em eucariotos

Flow Cell

Lanes

• Passos:

1) Isolamento do RNA mensageiro, montagem

das bibliotecas de cDNA e ligação dos adaptadores

2) Clusterização das bibliotecas de cDNA na

flow cell

3) Sequenciamento das amostras

Metodologia Illumina

1) Isolamento do RNA mensageiro, 

montagem das bibliotecas de cDNA e 

ligação dos adaptadores

Validação

• Bioanalyzer: bibliotecas com 260 pb

Normalização

• Qubit: quantificação

• 1ª Diluição: concentração de 10 nM

• Qubit: quantificação

• 2ª Diluição: concentração de 1,5 nM

2) “Clusterização” das bibliotecas de cDNA

na flow cell
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Ligar o DNA a Superfície Amplificação por Ponte
Fragmentos se tornam dupla 

fita

Ligação randômica dos 
fragmentos fita simples à 
superfície dos canais da 

flow cell

Adição de nucleotídeos 
não marcados e enzima 

para iniciar a amplificação 
por ponte em fase sólida

A enzima incorpora 
nucleotídeos para 

construir pontes de dupla 
fita na superfície sólida

Desnaturar as moléculas dupla fita

Desnaturação deixa os DNA 
moldes fita simples 

ancorados ao substrato 
sólido

Amplificação completa

São gerados milhões de 
clusters de DNA fita simples 
em cada canal da flow cell

3) Sequenciamento das amostras

Determina a Primeira Base Imagem da Primeira Base Determina Segunda Base

Adição de 4 nucleotídeos 
marcados 

reversivelmente, primers
e DNA polimerase

Após a excitação com laser, a 
fluorescência  emitida de 
cada cluster é identificada 

por uma câmera e a primeira 
base é identificada

Repete a adição de 4 
nucleotídeos marcados 

reversivelmente, primers
e DNA polimerase

Leituras de bases seguem 
por vários ciclos

Ciclos de sequenciamento se repetem 
para determinar  a sequência de bases 

em um dado fragmento

Ion Torrent

Ion Chef

Ion PGMIon Proton
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Bibliotecas Tecnologia Ion Torrent traduz diretamente informação
quimicamente codificada (A, C, G, T) em informação digital (0, 1)
utilizando um um chip semicondutor

3ª Geração – Single Molecule

PacBio

• Observação em tempo real da síntese 

de DNA pela polimerase 

• Leitura do DNA é feita diretamente

• Garante uma alta precisão: 99,999%

• Proteína oriunda de engenharia 

genética, ou nanoporo, em uma 

membrana celular

• Gradiente iônico modificado pela 

passagem das moléculas de DNA

GridIon e MinIon

Pós - sequenciamento

Alinhamento dos resultados:
• Com genoma de referência (Mapping)

• De novo

Arquivo em Formato FASTQ

@HISEQ:68_ACAGTG_L007
ATCCTCTGCACGCTCCAGGTCACTCTCAATGATGACCAGCTTACGGGCCACCTCTTCATACTTG
+
FBBBFFFFFFFFFFIIIIIFFIIIIIIFIIIIIIFIIIIIBFIIFFIFIIIFFFIFFFFIIIFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFBBFBBF

Imagine um livro rasgado em pedaços

• Se você tem uma cópia do livro, você pode remontá-lo
comparando os pedaços: Alinhamento com Genoma de
Referência

• Se você não tem uma cópia, você tem que remontá-lo
sem nenhum modelo para comparação: De novo
Assembly

Alinhamento com genoma de Referência 
X De Novo Assembly 
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Combinação dos 2 métodos:

• Caso não possua um genoma de referência, pode-se
montar o genoma de um organismo usando como
referência um organismo filogeneticamente próximo

• Recomendado alinhar com as 2 metodologias, mesmo
que tenha o genoma de referência

Alinhamento com genoma de Referência 
X De Novo Assembly 

Alinhamento com genoma de Referência

Alinhamento com genoma de Referência Alinhamento com genoma de Referência

Alinhamento com genoma de Referência De Novo Assembly
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Fragmentos Brutos (.fastq.gz)

Fragmentos Filtrados (.fastq)

Alinhamento com o
Genoma de Referência (.bam)

Mapeamento dos transcritos e 
normalização dos dados (.gtf)

Separação das amostras em grupos 
contrastantes e

Identificação dos genes diferencialmente 
expressos (.bam e .gtf)

Exploração e visualização dos dados (.diff)

Concatenação dos  transcritos mapeados 
(.gtf)

Etapas da 
análise de 
transcriptoma
(workflow)

Sickle

Cufflinks2

TopHat2

HTSeq

Cuffmerge2

Cuffdiff2 DESeq edgeR

Trimmomatic

Bowtie

RSEM

Atropos

HiSeq Star

Stringtie

Cutadapt Trimming

Alinhamento 
com genoma de 

referência 

Contagem dos 
transcritos

Mapeamento 
dos transcritos 
e normalização 

dos dados

Concatenar

Genes DE

Mapeamento 
dos transcritos 
e normalização 

dos dados
Genes DE

Join-tab

Cuffdiff2 DESeq edgeR

Distribuição Normal Binomial Negativa Binomial Negativa

Teste estatístico Teste-T Teste Exato de Fisher Teste Exato de Fisher

Estimação dos 
Transcritos

FPKM Contagem das reads Contagem das reads

Normalização dos 
Dados

Log2(FPKM)
Log2 (Expressão 

Reativa)
Média Aparada dos 

Valores de M

Dispersão -
Método dos 
Momentos

Máxima
Verossimilhança

Condicional

Rodando as análises

• No seu próprio servidor

– Linux

• Instalar programas

• Memória mínima 
necessária: 64 Gb RAM

Rodando as análises

• plataforma web de código 
fonte aberto

– Galaxy Embrapa 
https://www.lmb.cnptia.embra
pa. br/galaxy)

– Galaxy Europe - 3drnaseq app
(https://3drnaseq.hutton.ac.uk/
app_direct/3DRNAseq/#how-
to-get-help)

– CyVerse
(https://de.cyverse.org/de/)

Rodando as análises

• Programas pagos

– QIAGEN CLC Genomics
Workbench 
(https://digitalinsights.qi
agen.com/products-
overview/discovery-
insights-
portfolio/analysis-and-
visualization/qiagen-clc-
genomics-workbench/)
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Na prática…

Protocolo Tuxedo

Plataforma CyVerse

• Criar login para acesso

• Fazer upload das sequências (.fastq.gz)

• Descompactar as sequências (fastq)

• Verificar qualidade das sequências

• Realizar limpeza (trimming)

• Verificar qualidade das sequências “trimadas”

• Alinhar com genoma de referência (.bam)

• Montar o genoma/transcriptoma de referência (.gtf)

• Encontrar genes DE  (.bam e .gtf)

Alinhamento com Genoma de Referência

• Cufflinks: 

– mapeamento dos transcritos 

– Cálculo de FPKM

• Cuffmerge

– Concatena todos os arquivos em  um único 
transcritoma que será usado como referência

Cuffdiff – genes DE

Exploração dos Dados: cummeRbund (ambiente R)
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Linhas de comando

• Acesso a um computador com no mínimo 64 Gb de memoria RAM

• Instalar todos os programas que serão utilizados e também as extensões e 

dependências

• Baixar e indexar o genoma de referência (.fa e .gtf)

• Sequências (.fastq.gz)

• Descompactar as sequências (fastq)

• Verificar qualidade das sequências

• Realizar limpeza (trimming)

• Verificar qualidade das sequências “trimadas”

• Alinhar com genoma de referência (.bam)

• Montar o genoma/transcriptoma de referência (.gtf)

• Encontrar genes DE  (.bam e .gtf)

Scripts
• Prof. Daniel Guariz Pinheiro

Professor Assistente Doutor

Depto Tecnologia – FCAV/UNESP

– Informações e contato

https://www.fcav.unesp.br/#!/departamentos/tecnologia/docentes/danie
l-guariz-pinheiro/main/

– Disciplina ministrada para PG (Bioinformática Aplicada II: Análise de 
Transcritomas)

https://www.fcav.unesp.br/#!/departamentos/tecnologia/docentes/danie
l-guariz-pinheiro/teaching/graduate/

– Scripts

https://github.com/dgpinheiro/bioinfoutilities

Scripts
• Limpeza dos dados

– Preprocess4
• Atropos (sequências de baixa qualidade e adaptadores)

• Prinseq (filtrar, reformatar e trimar sequências)

• Alinhamento
– rnaseq.sh

• 4 opções: 2 alinhadores (TopHat ou Star)

2 mapeadores (stringtie ou cufflinks)

• Cuffmerge: fusão dos arquivos gtf para referência

• CuffCompare: comparar transcritos quando não há transcriptoma de referência

• Cuffquant: calcula os perfis de expressão de gene e transcrição e salva esses perfis
em arquivos que você pode analisar posteriormente com Cuffdiff ou Cuffnorm
(economizar RAM)

• Cuffnorm: “Nível extra de normalização” além do FPKM necessário em algumas
situações

• Cuffdiff: comparar a regulação para cima ou para baixo entre duas ou mais
condições

Resultados

Relatório fastqc
• fastqc SAMPLEA1_R1.fastq

Pré - processamento

Pós – processamento
Trimming

@HISEQ:68_ACAGTG_L007
ATCCTCTGCACGCTCCAGGTCACTCTCAATGATGACCAGCTTACGGGCCACCTCTTCATACTTG
+
FBBBFFFFFFFFFFIIIIIFFIIIIIIFIIIIIIFIIIIIBFIIFFIFIIIFFFIFFFFIIIFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFBBFBBF

Trimming

https://www.fcav.unesp.br/#!/departamentos/tecnologia/docentes/daniel-guariz-pinheiro/main/
https://www.fcav.unesp.br/#!/departamentos/tecnologia/docentes/daniel-guariz-pinheiro/teaching/graduate/
https://github.com/dgpinheiro/bioinfoutilities


3/9/2021

12

Alinhamentos

Left reads:
Input:  37254261
Mapped:  33866989 (90.9% of input)

of these:   3617188 (10.7%) have multiple alignments (16714 have >20)
Right reads:

Input:  37254261
Mapped:  32620511 (87.6% of input)

of these:   3314291 (10.2%) have multiple alignments (17119 have >20)
89.2% overall read alignment rate.

Aligned pairs:  31432574
of these:   2488072 ( 7.9%) have multiple alignments

and:    282210 ( 0.9%) are discordant alignments
83.6% concordant pair alignment rate.

• Cufflinks: 
– mapeamento dos transcritos 

– Cálculo de FPKM

– Arquivo .gtf

• Cuffmerge
– Concatena todos os arquivos em  um único 

transcritoma que será usado como referência

– Grande arquivo .gtf formado a partir das saídas do 
Cufflinks

Genes DE

(a) Boxplot do log10 do FPKM dos valores de expressão para os 2 grupos avaliados
(b) Análise de componente principal (PCA) entre os 2 grupos avaliados

a b

Macia Dura

b

cummeRbund (ambiente R)

Exploração dos Dados

Comparação dos genes de referência

Na prática…

DeSeq e edgeR

até o alinhamento, seguimos da mesma forma...
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DeSeq e edgeR
Contar reads: HTSeq (.txt)

No R – script edgeR
## Set up table as needed

rcount1 <- rcount[,c(6:25)]

names(rcount1) <-
c("HRFI0","HRFI1","HRFI2","HRFI3","HRFI4","HRFI5","HRFI6","HRFI7","HRFI8","HRFI9","LRFI0","L
RFI1","LRFI2","LRFI3","LRFI4","LRFI5","LRFI6","LRFI7","LRFI8","LRFI9")

## Selecting only the animals classified for the traits

x <- rcount1[,c (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20)]

# Assign condition (first four are controls, second four contain the expansion)

trt <-
factor(c("HRFI","HRFI","HRFI","HRFI","HRFI","HRFI","HRFI","HRFI","HRFI","HRFI","LRFI","LRFI","LR
FI","LRFI","LRFI","LRFI","LRFI","LRFI","LRFI","LRFI"))

data.frame(sample=colnames(x), trt)

design <- model.matrix(~0+trt)

design

DeSeq e edgeR

• Utiliza dados de contagem das reads

• Normalização realizada dentro dos programas

• Gráficos de dispersão
– DeSeq: 

• Log2 (Expressão Reativa)

• Método dos Momentos

– edgeR:
• Média Aparada dos Valores de M

• Máxima Verossimilhança Condicional

Gráficos de Dispersão

EdgeR DeSeq

edgeR output
Files: 
• de-list-edger.tsv: Tabela de resultados de testes estatísticos, incluindo 

estimativas de foldchange e valores p
• logFC = log2 foldchange entre os grupos. Por exemplo. valor 2 significa 

que a expressão aumentou 4 vezes
• logCPM = a média de log2 contagens por milhão 
• PValue = valor p
• FDR = valor p ajustado

• edgeR_report.pdf: Um arquivo PDF contendo
• ma-plot-edger.pdf: plotagem MA onde as características expressas de 

forma significativa são destacadas
• dispersion-edger.pdf: Gráfico do coeficiente biológico de variação. 
• mds-plot-edger.pdf: Gráfico de escala multidimensional para visualizar 

semelhanças de amostra
• p-value-plot-edger.pdf: Gráfico de distribuição do valor p bruto e 

ajustado

• edger-log.txt: Arquivo de log se nenhuma expressão significativamente 
diferente for encontrada

edgeR output Próximos passos
• Análise de enriquecimento
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