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Como diferentes tipos de células podem ser

Transcrlptoma originadas de uma unica célula fecundada?

* A soma de todas as moléculas de RNA
— produzidas em uma célula
— sob um determinado conjunto de condig¢des

* O seu estudo permite:
— detecgdo de genes
— mecanismos moleculares

podem ajudar na descoberta de
biomarcadores para
caracteristicas de interesse
econdémico

Leninher, 14 ed
Cassar-Malek 2008

Complexidade dos Genomas Eucariotos
[Ranking | _____pancreas | % | Figado | % |

1 Procarboxipepitidase Al 7,6 Albumina 35 . Ge nomas gra nd es

2 Tripsinogénio 5,5 Apolipoproteina A-l 2,8

3 Quimotripsinogénio 4,4 Apolipoproteina C-I 2,5 _ Aproximadamente 22 mil genes em bovinos
4 Tripsina 3,7 Apolipoproteina C-lll 2,1

—r— L — &2 + Divididos em cromossomos

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

7 Lipase 1,9 Citocromo oxidase 2 1,1 . .

8 Procarboxipepitidase B 1,7 Alfal-antitripsina 1,0 * leerentes tlpos ce“‘IIares

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

10 Lipase estimulada por sais biliares 1,4 Apolipoproteina E 0,9 - REgiaeS ativas diferentes

— Resultam em transcritos diferentes
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¢ Ap0s a transcricdo do RNAm, sdo necessarias
algumas alteragdes

Pré RNA — RNA maduro

* Splincing
* Adicdo do CAP e Cauda Poli-A

regiao stop término da
promotora ATG  ntron 1 Intron 2 €odon transcrigdo
Exon 1 Exon 2 Exon3 \
sinal de

poliadenilagao

Q
I

Cauda poli-A é P l ASAAAAAAAA
adicionada '\

CAP: guanina modificada
Ponto de ligagdo do
Ribossomo

O

Splicing Alternativo
B - eemRha

l splicing s
alternatively
.. I <piiced

mRNAs
‘ translation ‘
‘ ' protein

isoforms

Splicing da Miosina
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RNA nao codificador

* Molécula de RNA funcional, ou seja, ndo precisa ser traduzida
em proteina para que a informagdo contida em sua sequéncia
exerca sua fungdo

* RNA ndo codificadores (ncRNA) sdo todos os RNAs que ndo
sdo RNA mensageiros (mRNA), portanto , que ndo codificam
proteinas

mANA

A wnonna ) ( scaRNA

tANA

| Coding
* Tipos: s -
— tRNA
— rRNA & o
— snoRNA P R
— snRNA i)

— microRNA

+ Porgdo do transcriptoma que ndo é codificadora
chega a ser até 4 vezes maior que a porgao
codificadora

» Maior parte do genoma, que ndo codifica
proteinas, parece estar envolvido na regulagéo da
expressdo génica durante o desenvolvimento e
a diferenciagao dos organismos mais complexos
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Sequenciamento de DNA

+ E o processo de determinacdo da ordem precisa de
nucleotideos 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

e Com o advento de métodos rapidos de
sequenciamento de DNA, grandes descobertas e

Para que sequenciar?

O que diferencia as formas de vida é a sequéncia,

organizacao e expressao do material genético

A
pesquisas médicas e bioldgicas tem sido aceleradas
na ultima década am
HOMERSAPIEN
.
Objetivos para soq yp— Como Sequenciar?
Exemplo . o B
" . . de Primeira ¢do (CLONAGEM)

Sequenciamento | Sequenciamento Sequenciamento de >1000 genomas de o
de novo gendmico influenza *  Degradagdo quimica — Maxam & Gilbert

DNA de org. extinto Home neanderthalenses + Interrupcdo da cadeia (ddNTPs) — Sanger

Metagen Intestino humano . N

. i de d 30 (AMPLIFICACAO CLONAL)
Resequencia- Genomas completos Individuos humanos
e Regides gendmicas Detecg o de rearranjos ou regioes associados o *  Hiseq, Miseq, Hiscan SQ - lllumina
doengas * 454 —Roche
+ Solid — Applied Biosystem

Mutagdes sométicas Em cincer
Transcriptoma | mRNA Definir regulagiio da transcrigio * lonTorrent - ABI - Life Technologies

Serial Analysis of Gene . i de Terceira 50 (SINGLE MOLECULE)

Expression (SAGE)

RNAs nio codificadores | Identificar e quantificar microRNAs

Epigenética Padrio de Metilagio Avaliar padrio de metilagio em cincer

* Nanopore - Gridlon/Minilon
* Heliscope - Helicos Biosciences

* PacBio RS - Pacific Biosciences

22 Geragao — Amplificagao Clonal

i

s
@ 5]
-

—
lllumina lon Torrent

Tecnologias

Preparodas | Comprimento | Rendimento | Método de

T Amostras das Leituras por Corrida |Sequenciamento Liecisae
Ilumina PCR em Fase Sequenciamento
Solexa sslida ELel CIHED s |
RS PCR em Emulsdo 400 pb 10Gb SEEEAITED | g,
por sintese
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PLATFORM ILLUMINA HISEQ 2500 ION PROTON
Ubeary preparation Bridge amplification emPCR
Sequencing chemistry | Reversible dye terminators pH change
Read length From 2x125 bp to 2x300 bp Up o 200 bp
Run time 7 hrs-6 days From2 o 4 hrs
Throughput/run 500-10006b (1Tb) 106b (PT), 1006b (PIT)
Equipment Cost 750,000 $ 250000 $
Reagents Cost/run 5500 $ 1000 $
High thi hput /low cost
6oob! GG o st P Quick, easy 1o use and cheap
Short sequences Errors in homopolymers
Strand-specific emors, Higher bics than Tlkmina
BAD! substitutions towards the end of
the read, base substitution errors
(sistematic error 66T %666)

sequenciamento de segunda gera¢ao?
TEMPO!!!

Com essa nova tecnologia, sequenciar o genoma

Qual a principal vantagem do

O sequenciamento do genoma humano

demorou 13 anos para ser concluido

humano demora em média 1 semanal!

Etapas

Preparo das Bibliotecas de cDNA
Amplificacdo clonal

* PCR em emulsdo
* PCR em fase sélida

Sequenciamento

Metodologias — Sequenciamento de

22 Geragao

lllumina

HiScan SQ: Hibrido (Sequenciamento e
Genotipagem)
HiSeq: sequenciamento em alta escala

MiSeq: sistema de pequena capacidade

Output
Number
of Reads

Read
Length

Cost

-

MiSeq

15Gb

25 Million
2300 bp

$99K

NextSeq

12068

400 Million

2150bp

$250K

HiSeq 2500

1000 GB

4 Billion

225 bp
(2x250 update mid-2014)

$740K

3]

HiSeq X Ten

1800 GB

6 Billion

2150bp

S10M
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Single Read
o —
_

Flow Cell

5 | ——————
—_—
Ll———

= kb (= kbp) = kilo base pairs = 1,000 bp
= Mb = mega base pairs = 1,000,000 bp
= Gb = giga base pairs = 1,000.000,000 bp

Read Length = 50, 100, 150 ou 300 pb?
Reads por amostra?

Cobertura recomendada: 30X em eucariotos

Metodologia lllumina

¢ Passos:

1) Isolamento do RNA mensageiro, montagem
das bibliotecas de cDNA e ligagdo dos adaptadores

2) Clusterizagdo das bibliotecas de cDNA na
flow cell

3) Sequenciamento das amostras

1) Isolamento do RNA mensageiro,
montagem das bibliotecas de cDNA e

ligagdo dos adaptadores

AAAAAAAAA 1) PolyA+ RNA captured

l TTTITTTITTTTE
-_— = —l_ == "= "= 2)RNA fragmented and primed
== —/—— —/——= —/——= —/——= =—— 3)Firststrand cDNA synthesized

4) Second strand cDNA synthesized

A 5) 3’ ends adenylated and 5" ends repaired

. g 6) DNA sequencing adapters ligated
* Barcode l

G

7) Ligated fragments PCR amplified

Rd2  Index

Validagao

* Bioanalyzer: bibliotecas com 260 pb

Normalizagao

* Qubit: quantificagdo

* 12 Diluigdo: concentragdo de 10 nM
* Qubit: quantificagdo

* 22 Diluigdo: concentragdo de 1,5 nM

2) “Clusteriza¢ao” das bibliotecas de cDNA

na flow cell
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Ligar o DNA a Superficie

Ligagdo randémica dos
fragmentos fita simples a
superficie dos canais da
flow cell

Amplificagdo por Ponte

Adigdo de nucleotideos
ndo marcados e enzima

para iniciar a amplificagdo

por ponte em fase sélida

Fragmentos se tornam dupla
fita

A enzima incorpora
nucleotideos para
construir pontes de dupla
fita na superficie sélida

Desnaturar as moléculas dupla fita

Desnaturagdo deixa os DNA
moldes fita simples
ancorados ao substrato

solido

Amplificagdo completa

S&o gerados milhdes de
clusters de DNA fita simples
em cada canal da flow cell

3) Sequenciamento das amostras

Determina a Primeira Base

Ly A g

LA {118

G gt
1y |]l

[
Loser

Adigdo de 4 nucleotideos
marcados
reversivelmente, primers
e DNA polimerase

Imagem da Primeira Base Determina Segunda Base

Apés a excitagdo com laser, a
fluorescéncia emitida de
cada cluster ¢ identificada

por uma cdmera e a primeira

base é identificada

Repete a adigdo de 4
nucleotideos marcados
reversivelmente, primers
e DNA polimerase

Ciclos de sequenciamento se repetem
para determinar a sequéncia de bases

Leituras de bases seguem
por varios ciclos

G
LK)

6 —| @

®
G 6

, GCTGA..

em um dado fragmento

——

lon Proton

lon Torrent

- -

lon Chef
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TN T Tecnologia lon Torrent traduz diretamente informagdo
BIbIIOtecas quimicamente codificada (A, C, G, T) em informagdo digital (0, 1)
utilizando um um chip semicondutor

| - Conrugdo des biblictecas II-PCR & Emulsdc

ide incorporates

¢ Il @ - ol | _

¥ 7 / | f | : \ A :
g\ /P2t ‘-/,\‘
P

Hydrogen ion
/ is released

32 Geragao - Single Molecule

Observagdo em tempo real da sintese

de DNA pela polimerase

Leitura do DNA é feita diretamente

Garante uma alta precisdo: 99,999%
PacBio

Proteina oriunda de engenharia

genética, ou nanoporo, em uma
a membrana celular
Gradiente i6nico modificado pela

passagem das moléculas de DNA

Gridlon e Minlon

Pés - sequenciamento Alinhamento com genoma de Referéncia
X De Novo Assembly

Arquivo em Formato FASTQ

@HISEQ:68_ACAGTG_L007
ATCCTCTGCACGCTCCAGGTCACTCTCAATGATGACCAGCTTACGGGCCACCTCTTCATACTTG Ima gl ne um livrora Sga doem pe da ¢os
+

* Se vocé tem uma cépia do livro, vocé pode remontd-lo
comparando os pedagos: Alinhamento com Genoma de
Referéncia

Alinhamento dos resultados:
* Com genoma de referéncia (Mapping)
* De novo

Genoma de referéncia
“Ab initio*

* Se vocé ndo tem uma copia, vocé tem que remonta-lo
sem nenhum modelo para comparagdo: De novo
Assembly

Montados de nove
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Alinhamento com genoma de Referéncia
X De Novo Assembly

Combinagdo dos 2 métodos:
e Caso ndo possua um genoma de referéncia, pode-se
montar o genoma de um organismo usando como

referéncia um organismo filogeneticamente préximo

* Recomendado alinhar com as 2 metodologias, mesmo
que tenha o genoma de referéncia

Alinhamento com genoma de Referéncia

Sequencing error
k/"//.:>///— Genetic variation
CAATCAGATGATCCCACTGTGG
AGACGATCCCACTGTGGGGTG

GTGAAGTGTCCGTAGATGIGTG
GCAAATGCAATCAGACGATCCC

- GCAAATGCAATCAGACGGTCCCACTGTGGGGTGTGAAGTGTCCGTAGAGCTGTGAGAGAA...

Gene(or transcript) sequence

Alinhamento com genoma de Referéncia

AGACGATCCCACTGTGGGGTG
GTGAAGTGTCCGTAGATGTGTG

GCAAATGCAATCAGACGATCCC

CAATCAGATGATCCCACTGTGG
«GCAAATGCAATCAGACGGTCCCACTGTGGGGTGTGAAGTGTCCGTAGAGCTGTGAGAGAA. .

Alinhamento com genoma de Referéncia

GTGAAGTGTCCGTAGATGIGTG
GCAAATGCAATCAGACGATCCC

AGACGATCCCACTGTGGGGTG
CAATCAGATGATCCCACTGTGG
wGCAAATGCAATCAGACGGTCCCACTGTGGGGTRTGAAGTGTCCGTAGAGCTGTGAGAGAA..

Alinhamento com genoma de Referéncia

GCAMTGCAATCAGACGATCCC

GTGAAGTGTCCGTAGAGCTGTG
AGACGATCCCACTGTGGGGTG
CAATCAGATGATCCCACTGTGG
GCAAATGCAATCAGACGGTCCCACTRTGRGGTGTGAAGTGTCCGTAGAGCTGTGAGAGAA..

De Novo Assembly

CAATCAGATGATCCCACTGTGG
AGACGATCCCACTGTGGGGTG
GTGAAGTGTCCGTAGATGTGTG
GCAAATGCAATCAGACGATCCC

‘ { Assembly

CAATCAGATGATCCCACTGTGG
AGACGATCCCACTGTGGGGTG
GCAAATGCAATCAGACGATCCC
“singleton”
GTGAAGTGTCCGTAGATGTGTG

‘ { Consensus sequence(s)

GCAAATGCAATCAGACGGTCCCACTGTGGGGTG
GCAAATGCAATCAGATGGTCCCACTGTGGGGTG
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‘ Fragmentos Brutos (.fastq.gz) ‘

‘ Fragmentos Filtrados (.fastq) ‘

‘ Sickle HTﬁmmDmaﬁCH Atropos H Cutadapt H Trimming

Alinhamento com o

fat Bowtie TopHat2 HiSeq Star com genoma de
Eta pas da Genoma de Referéncia (.bam) ‘ H H H L_‘
1, referéncia
spe
a n a I I se d e ‘ Mapeamento dos transcritos e ‘ Mapeamento

normalizagdo dos dados (.gtf) :?‘so:rans_cnt?s

transcriptoma l

Cufflinks2 ||~ Stringtie

Concatenagdo dos transcritos mapeados | [ "
‘ (etf) ‘ Ce ] 1 Cuff 2 }——‘ Join-tab ‘
workflow 4
‘ dos transcritos.
i e normalizagdo
Separagdo das amostras em grupos ‘ GenesIDE “_—4 CHolif2 ‘ ‘ DESeq] H ceeR L_’ @5 dadoz
contrastantes e Genes DE

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

Exploragdo e visualizagdo dos dados (.diff)

e
: Rodando as analises
Cuffdiff2 DESeq edgeR
Distribuicdo Normal Binomial Negativa Binomial Negativa
Teste estatistico Teste-T Teste Exato de Fisher  Teste Exato de Fisher . N() seu préprio Servidor
i — Linux
mlmaﬁ? dos FPKM Contagem das reads  Contagem das reads
Transcritos * Instalar programas
Normalizagdo dos Log2 (E; 5 Média Aparada d * Memdria minima
23 0g2 (Expressdo édia Aparada dos PR
D Log2(FPKM) Reativa) Valores de M necessdria: 64 Gb RAM
Di A - Micimitydtes Vero’i?r::m\aan a
Spersaty Momentos DULER
Condicional

Rodando as analises Rodando as analises P

* plataforma web de cédigo * Programas pagos

fonte aberto

— QIAGEN CLC Genomics
— Galaxy Embrapa = = = Workbench
https://www.Imb.cnptia.embra = — T .
pa.pbrgalaxy) P ; == (https://digitalinsights.qi
- agen.com/products-
overview/discovery-

— Galaxy Europe - 3drnaseq app

(https://3drnaseq.hutton.ac.uk/ — | insights-
app_direct/3DRNAseq/#how- - - portfolio/analysis-and-
to-get-help) Im_g visualization/qgiagen-clc- s
n genomics-workbench/)
— CyVerse —C———— -
(https://de.cyverse.org/de/) |
2] o
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Na pratica...

Protocolo Tuxedo

Plataforma CyVerse

* Criar login para acesso
* Fazer upload das sequéncias (.fastq.gz)

* Descompactar as sequéncias (fastq)

Verificar qualidade das sequéncias

Realizar limpeza (trimming)

Verificar qualidade das sequéncias “trimadas”
« Alinhar com genoma de referéncia (.bam)
* Montar o genoma/transcriptoma de referéncia (.gtf)

* Encontrar genes DE (.bam e .gtf)

Alinhamento com Genoma de Referéncia

Y Evicnment

[rey——

¢ Cufflinks:
— mapeamento dos transcritos
— Célculo de FPKM

e Cuffmerge

— Concatena todos os arquivos em um Unico
transcritoma que serd usado como referéncia

Cuffdiff — genes DE

et 2015-L0-10-15-41-30.0

JJdJJAAIA B4

Exploragdo dos Dados: cummeRbund (ambiente R)

10
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Linhas de comando

*  Acesso a um computador com no minimo 64 Gb de memoria RAM

+ Instalar todos os programas que serdo utilizados e também as extensdes e
dependéncias

+ Baixar e indexar o genoma de referéncia (.fa e .gtf)

*  Sequéncias (.fastq.gz)

+ Descompactar as sequéncias (fastq)

* Verificar qualidade das sequéncias

* Realizar limpeza (trimming)

*  Verificar qualidade das sequéncias “trimadas”

*  Alinhar com genoma de referéncia (.bam)

*  Montar o genoma/transcriptoma de referéncia (.gtf)

* Encontrargenes DE (.bam e .gtf)

Scripts

* Prof. Daniel Guariz Pinheiro
Professor Assistente Doutor
Depto Tecnologia — FCAV/UNESP

— Informagdes e contato
https.//www.fcav.unesp.br/#!/departamentos/tecnologia/docentes/danie

l-quariz-pinheiro/main/

— Disciplina ministrada para PG (Bioinformatica Aplicada II: Analise 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 éncias de baixa lidade e
« Prinseq (filtrar, reformatar e trimar sequéncias)

* Alinhamento

— rnaseq.sh
+ 4 opgdes: 2 alinhadores (TopHat ou Star)
2 mapeadores (stringtie ou cufflinks)

Cuffmerge: fusdo dos arquivos gtf para referéncia

CuffCompare: comparar transcritos quando ndo ha transcriptoma de referéncia
Cuffquant: calcula os perfis de express3o de gene e transcrigio e salva esses perfis
em arquivos que vocé pode analisar posteriormente com Cuffdiff ou Cuffnorm
(economizar RAM)

Cuffnorm: “Nivel extra de normalizagdo” além do FPKM necessario em algumas
situagdes

Cuffdiff: comparar a regulagdo para cima ou para baixo entre duas ou mais
condicges

Resultados

Relatdrio fastqc
» fastqc SAMPLEA1_R1.fastq

o s

-
@FastQC Report SaMPLEAL 1 fasty
Summary )
. @Basic statistics

Measure

@ par sscusace quiiy scores File trpe

@ eecase sequance cament

- S—— e —

[ TSP somence length 1

& sequence Lengih Disiriuien s B
Sscusncs Dusicatn Loisis

& assater Contary . L

@per pase sequence quality

T J‘iVHLIJJH ‘

Trimming

@HISEQ:68_ACAGTG_L007
ATCCTCTGCACGCTCCAGGTCACTCTCAATGATGACCAGCTTACGGGCCACCTCTTCATACTTG
+

FBBBFFFFFFFFFFINIFFIINIFNINFIINIBFIFFIFIIFFFIFFFFIIFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFBBFBBF

HO

iAo e a1 toaussasaspyare

[ !‘ TTTT
! ‘ I

11
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https://github.com/dgpinheiro/bioinfoutilities
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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
— Célculo de FPKM
— Arquivo .gtf

* Cuffmerge
— Concatena todos os arquivos em um Unico
transcritoma que sera usado como referéncia
— Grande arquivo .gtf formado a partir das saidas do
Cufflinks

Genes DE

Pl g ke

fene_d ampie 1 mmpkd  statucale ] vke gl changel

EXSEIATINOC081ST maies_dura macer maca OF 301 103315 G 1010430,001 D0135T1

B0k 1637 50206 199,226 160271 5.00E050.0078465

EXGETATINNNN027

maids_urs macer macs R Q.889172 0130967 239,565 122,734 5.00.050.00784538

ENSOTATIOOIONAEIS  ZNSCANZ

ERSETATIOOO0INZ  CLECLIA e fura macier macis 0K 205,5090.51543 88U 11,035 5.00E05000784688

ERSETATIOOONTEET  CLECKS males_fura macer macls Ok 213916015287 1114 13679700002 Q02511

EXSETATI0N00T0]  HMORL 1 el dura g maca 0K 115512 19774077539 CARTTE 00 Q0I51
®92308515

ERSOTATION01AZ 1P az0Ns males dura macer macis 0K 0814572 0165188 HIEB 1,159 5.00E 05000788688
1081605

ERSOTATIOON0NSIGT  CLONIS 104z males_dura macier macis Ok 0133369 308,279 137,459 5.00£ 03000784688

ENSETATOOO023995 maiet_dura macer_macie 0K 0.075199 00683124 343,548 157,571 5,008 0500784687

EXSETATIONC8 T males_dura maces maca OF 215524015875 M6 155129000035 00428707

EXSTTATOONI0R6100 et BOLA-DGB maies dura 1221 68160z 0NANE 106,142 5.006050.00782638

0700546 1.4710558 20,145 188417 5000050078468

EOUTATIONN0E61  OMGDH maiet dura

cummeRbund (ambiente R)

Exploragdo dos Dados

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

Ing10fipk)

Comparacao dos genes de referéncia

20
=10
=
£
& oo ! -  Baixo Marmoreio
g Alto Marmoreio
=0

20

GUSB HMBS HPRT1 PGK1 TBP

Na pratica...

DeSeq e edgeR

até o alinhamento, seguimos da mesma forma...

12
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DeSeq e edgeR

Contar reads: HTSeq (.txt)

No R - script edgeR

## Set up table as needed

rcount1 <- rcount[,¢(6:25)]

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

## Selecting only the animals classified for the traits
x <-recountl[,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)

tre<-
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
* Normalizagdo realizada dentro dos programas
* Graficos de dispersao
— DeSeq:
* Log2 (Expressdo Reativa)
* Método dos Momentos

— edgeR:
* Média Aparada dos Valores de M
* Maxima Verossimilhanga Condicional

3

Graficos de Dispersao

EdgeR DeSeq

Files: edgeR OUtPUt

+ de-list-edger.tsv: Tabela de resultados de testes estatisticos, incluindo
estimativas de foldchange e valores p
* logFC = log2 foldchange entre os grupos. Por exemplo. valor 2 significa
que a expressdo aumentou 4 vezes
* logCPM = a média de log2 contagens por milhdo
* PValue = valor p
* FDR = valor p ajustado

+ edgeR_report.pdf: Um arquivo PDF contendo

* ma-plot-edger.pdf: plotagem MA onde as caracteristicas expressas de
forma significativa sdo destacadas
dispersion-edger.pdf: Gréfico do coeficiente bioldgico de variagdo.
mds-plot-edger.pdf: Grafico de escala multidimensional para visualizar
semelhangas de amostra
p-value-plot-edger.pdf: Grafico de distribuigdo do valor p bruto e
ajustado

« edger-log.txt: Arquivo de log se nenhuma expressdo significativamente
diferente for encontrada

edgeR output

gene_ID logfC  logCPH LR Pyalue FDR
6769 ENSGE209013311@ 6.350164 10.952685 976.3333 2.5038322-214 4.605298e-210
5491 ENSGE@000143546 -5.544869 9.199249 762.8456 9.6308252-168 5.856253e-164
11057 ENSGEEAGO163220 -5.304425 16.255550 759.9131 2.805151=-167 1.719838e-163
8639 ENSGOR000144476 5.874676 5.G56485 751.3280 2.063670=-165 9.459268e-162
5528 ENSGOROO0124225 5.292294 §.728005 741.7265 2.525650=-163 9.298856e-160
16073 ENSGEEOGO156453 6.212131 5.829142 729.6710 1.8561662-160 3.237676e-157
3320 ENSGOPOOO1G6366 5.029834 13.904191 705.1793 2.235802e-155 5.874729e-152
2580 ENSGEROO01@1670 5.075895 7.826149 662.5557 4.154631=-146 9.552817e-143
13827 ENSGGBOGO174343 6.243975 5.839587 640.1431 3.110468=-141 6.356750e-138
12094 ENSGOPOOO166922 7.799969 4.681274 634.3902 5.546206s-140 1.0201142-136

Préximos passos
* Analise de enriquecimento
e
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