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Linha temporal do sequenciamento

Bacteriofago H. influenza S. cerevisiae E. coli C. elegans A. thaliana H. sapiens



Montagem de genomas

DNA extraction
DNA fragmentation
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Clone into Vectors

OOO OOOOO o OOO

1l

Transform bacteria, grow, isolate vector DNA

Sequence the library
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[llumina - HiSeq 2000: Produz acima de 600Gb por corrida em 13 dias.



Montagem de genomas

i) cdlculo de alinhamentos aos pares de todos os
fragmentos;

ii) escolha de dois fragmentos com a maior so-
breposicao;

iii) fusao dos dois fragmentos;

iv) repeticao dos passos anteriores até obtencao

de uma Unica sequéncia.
|



Montagem de genomas

ABySS grandes genomas
ALLPATHS-LG grandes genomas
Celera WGS Assembler grandes genomas
CLC Genomics genomas e
Workbench trancriptomas
Geneious genomas
Newbler genomas e
transcriptomas
Phrap genomas e
transcriptomas
SOAPdenovo genomas e
transcriptomas
Staden gap4 package ~ genomas pequenos e
transcriptomas
Trans-ABySS transcriptomas
Velvet genomas pequenos e
transcriptomas
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tamanho

espécie estimado do

S genoma (pb)

Oryza sativa ___|arroz 5.000.000.000

Mus musculus |camundongo | 3.454.200.000

_Homo sapiens |homem 3.400.000.000

Rattus

norvegicus rato 2.900.000.000
Drosophila mosca-da-

melanogaster | fruta 160.009:900

Inlemet www.cbs.dtu.dk e
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N50 =n
n= significa que 50% dos reads estdo montados
em um contig de tamanho n ou maior.




Montagem de transcriptomas

Start of transcription

—
Intron 1 mm—

Gene: __ (E— -_

Exon 1 Exon 2 Exon 3
l Transcription

Intron 2

Intron | J— Intron 2

Primary transcript: [N}
Exon 1 Exon 2
Splicing

Exonl Exon 2 Exon 3

Mature transcript:




Montagem de transcriptomas

Montagem do
transcriptoma de
Novo.

- Ancorar em um
genoma para
- identificar
sequéncias
codificantes e de

extremidade éxon
e intron.




Montagem de transcriptomas

Alinhamento de novo

Reads

—

Alinhamento positivo

Geragao de muitos contigs

Cada um possivelmente
representando um mMRNA
maduro

Calculo da frequéncia
relativa de cada transcrito
identificado.
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Mapeamento a uma sequéncia gendmica previamente conhecida

Mapeados ao genoma: regides Identificados por sequenciamento

Reads ‘ de identidade nucleotidicasio | M que levam em consideracéo

ancorados a sequéncia genémica 1

e Bowtie . o
An ultrafast memory-efficient short read aligner Numero de I’eadS em I’e|aQaO a
porcdo do genoma que contém

um gene.

Resultado: determinada sequéncia do genoma é
representada por um grande numero de reads.
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Mapeamento de sequéncia cujo genoma nao foi ainda determinado

lon Proton™ System
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- Procariotos

5" Untranslated
region (UTR)

4 4 4
Promoter Stant codon Stop codon

Transcrption Exon 3 UTR
start site
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# protein
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2357 pb
xdhA
e —————
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Figura 3-4: A simples procura de ORFs pode gerar resultados falso positivos na procura de
genes em organismos procariéticos. Como exemplo, uma sequéncia de DNA de 2357 pb da
bactéria E. coli HS (nucleotideos 3027764 ao 3030120 =-LCddigode Acesso junta ao NCBI

ual contém o gene xdhA, foi avaliada quanto a presenca de ORFs com mais

de 150 pb com o programa ORFFirder—Asequéncia anotada do gEMe ertomMraSe e ver et o,
a0 passo que as possivels URFs estao demarcadas em azul.
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ATG stop
promotor
, — ORF P,
Procarioto: MW 77777777777777777778 1L
£ 7
RBS terminador

Genes Eucaridticos 5 -GT e AG-
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Multi-Species Comparative Analysis
Liver Apolipoprotein Al gene 5
Enha'ncer
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Tabela 2-4: Principais algoritmos utilizados na predicao de genes e a sua funcionalidade.

Algoritmo Descricdo Aplicacao
PredicSes ob initio e baseados em evidéncia
Augustus Aceita evidéncias baseadas em transcriptomas e banco de dados de  Eucariotos
proteinas
FGNESH Arquivos para treino derivados de andlise do fabricante Eucariotos
fgenesB Predicdo de genes e operons em bactérias baseadas em padrdes e Procariotos
cadeias de Markov
Genemark Arquitetura de busca baseada emn self-training Procariotos e
eucariotos
Twinscan Extens3o do algorittmo Genscan que utiliza homologia entre dois Eucariotos
genomas para guiar a predicdo de genes
GenomeScan Extens3o do algoritmo Genscan que utiliza BLASTx para guiar a Eucariotos
predicdo de genes
Glimmer Utiliza modelos de Markov interpolados Procariotos
Evidence Modeler Term como resultado um modelo génico pela combinacdo de Eucariotos

evidéncias obtidas a partir de alinhamento de dados transcriptomicos
e protedmicos com predicSes ab initio
Evigan Algoritmo de evidéncias probabilisticas que usa redes Bayesianas Eucariotos
para pontuar e integrar predigdes ab initio e baseadas em evidéncia
para produzir modelos génicos.



|dentificacao/anotacao génica

Tabela 3-4: Principais algoritmos utilizados na predicao da localizac&o celular de proteinas.

Algoritmo Descricao Aplicacao

BaCello Com base na composicao de aminoécidos e sequénclas de treino.  Plantas, animals e
prediz em 5 localizacdes (secretada. citoplasmética. nuclear. fungos
mitocondrial e cloropléastica)

LOCtree Com base na sequéncia N-terminal. prediz a localizacdo em Eucariotos e
secretada, citoplasmética. nuclear. mitocondrial. cloroplésticae  procariotos
organelar.

TARGETp Com base na sequéncia N-terminal, prediz a localizacdo como Eucariotos e
secretada. mitocondrial e cloropléstica. dentre outras. procariotos

Wolf PSORT Com base na sequéncia N-terminal e regras empiricas, classifica o Animals, fungos e
enderecamento em cloropléstico, citosélico, citosesqueleto, plantas
reticulo endoplasmaéatico. extracelular, golgl. lisossémico,
mitocondrial. nuclear, peroxissomal. membrana plasmética e
membrana vacuolar. Permite localizacdo multipla.

Cell-PLoc Permite realizar a localizacdo de protelnas em mals de 25 Eucariotos.
diferentes locals, baseados em trelno com sequénclas cuja procariotos e virus
protefna tem localizacdo conhecida.
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Figura 7-4: Um fluxo de twabalho genérico
para anotacao de genes.
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RNAt + aminocido Gl
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Amino acid
attachment site
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Tabela 1: principais classes de pequenos RNAs com fungao regulatéria

Classe Tamanho (nt) Funcdo  Mecanismo de acao

Organismos

biolégica
microRNA 21-24 PTGS  Clivagem e repressao
ou MiRNA da maquinaria de
traducao
SiRNA 21-24 PTGS, TGS Clivagem, repressao da

maquinaria de traducao
e metilacdo de DNA
tasiRNA 21-22 PTGS Clivagem

natsiRNA 21-22 PTGS Clivagem

Intergénica e introns

Intergénica, éxons e
introns

Transcritos alvo de
microRNAs

Transcritos
convergentes
parcialmente
sobrepostos

Plantas, animais,
fungos e virus

Plantas, animais,
fungos e virus

Plantas, animais
e fungos

Plantas



Silenciamento génico pos transcricao

A - Clivagem B - Repressdo da Traducao
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Biogénese de miRNA

MIR gene

v

D-body
pré-miRNA
Dicer ou
) drosha

v




Silenciamento génico transcricional

RISC Ly
complex  /igoz

Target transcript
e

[T
FRNA cleavage - ‘Ago?

Cytoplasm
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