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PROGRAMA DO CURSO

Parte I
• Introdução a genômica

• Introdução a montagem e anotação de genomas

• Análise dos dados Illumina para identificar repeats no genoma nuclear

Parte II
• Genomas extranucleares

• Montagem de genomas cloroplastidiais com dados Illumina no programa 

NOVOPLASTY

• Anotação e curadoria manual de genomas cloroplastidiais 

• Genômica comparativa



INTRODUÇÃO À GENÔMICA

• Genômica é um ramo da genética que estuda o genoma completo de um
organismo

• A genômica revolucionou a maneira de fazer a análise genética e abriu
caminhos para investigações que não eram concebíveis até alguns anos
atrás

• As análises de genomas inteiros hoje contribuem para todos os aspectos
das pesquisas biológicas

 Genética humana



Genomas de plantas sequenciados

INTRODUÇÃO À GENÔMICA



INTRODUÇÃO À GENÔMICA



 Sequenciamento de molécula única (SMRT – Single Molecule
Real Time)

 Reads longas

INTRODUÇÃO À GENÔMICA



INTRODUÇÃO À GENÔMICA

https://www.plabipd.de/index.ep

~400 genomas

333 Angiospermas

15 Gimnospermas

2 Chlorophyta

44 Algas Verdes

Genomas de plantas sequenciados



INTRODUÇÃO À GENÔMICA

https://www.plabipd.de/index.ep - apresentação cronológica das espécies com genomas publicados

Genomas de plantas sequenciados



INTRODUÇÃO À GENÔMICA

https://www.plabipd.de/index.ep - apresentação filogenética das espécies com genomas publicados

Genomas de plantas sequenciados



Variação no tamanho de genomas

Organismo

Tamanho do genoma (pb)

• Complexidade dos genomas eucariotos

INTRODUÇÃO À GENÔMICA



Porção repetitiva do genoma

Representação esquemática das classes  de repetição, sua distribuição e suas características estruturais

• Complexidade dos genomas eucariotos

INTRODUÇÃO À GENÔMICA



 Poliploidia: condição na qual uma célula ou organismo
adquire um ou mais conjuntos adicionais de cromossomos

• Comum entre plantas, bem como entre certos grupos de animais

• Autopoliploide: conjunto cromossômico derivado de uma única espécie

• Alopoliploide: conjunto cromossômico derivado de diferentes espécies

• Complexidade dos genomas eucariotos

INTRODUÇÃO À GENÔMICA



• Obtenção de genomas

Sequenciamento

Pré-processamento das 
sequências

Montagem

Anotação estrutural 

Anotação funcional

INTRODUÇÃO À GENÔMICA

OVERVIEW



Pré-processamento das sequências

Arquivo Fastq

Nome

Sequência

Qualidade

+



Pré-processamento das sequências
• Controle de qualidade dos dados brutos



Pré-processamento das sequências

1.Qualidade das bases

• Phred 34 - 40;

• Phred +64 (ASCII 59 a 126) / Phred +33 (ASCII 0 a 62) - atentar para escala de phred usada no 
software;

• Retirar (trimming) bases de baixa qualidade do final das reads;

• Controle de qualidade dos dados brutos

./reformat.sh qtrim=r trimq=30 in=8-_S13_L001_R1_001.fastq out=L1R1.fastq

./reformat.sh in=L1R1.fastq out=L1R1.fasta

Bom

Razoável

Ruim



Armazenamento dos dados

• Renomear as sequências e transformar o arquivo fastq em fasta garantem
economia de espaço

Pré-processamento das sequências
• Controle de qualidade dos dados brutos

L1R1_1.fastq L1R1_2.fastq L1R1.fasta

815,6 Mb 546,8 Mb 216,7 Mb



Pré-processamento das sequências
• Controle de qualidade dos dados brutos

2.Distribuição nucleotídica

• Deve permanecer estável ao longo das reads;

• Associação com a qualidade das bases;

%T

%C

%A

%G

Estável

Flutuações nos ciclos 

iniciais

DNA de má 

qualidade

Contaminação



3. Distribuição do conteúdo GC

• % GC varia entre espécies e entre regiões do genoma;

• WES: % GC 49-51 - WGS: % GC 38-39 (humanos);

• % GC 38-42: Saccharomyces cerevisae e Mycobacterium tuberculosis;

• >10% de desvio pode indicar contaminação;

Pré-processamento das sequências
• Controle de qualidade dos dados brutos



SOFTWARES

• FastQC package: visualização - qualidade média das bases 
por read, distribuição do conteúdo GC, identificação das 
reads duplicadas, etc;

• FASTX-Toolkit: qualidade das bases, distribuição 
nucleotídica; 

• PRINSEQ

• BBTools - reformat.sh

Pré-processamento das sequências
• Controle de qualidade dos dados brutos



Galaxy: recurso gratuito, público e 
acessível na internet



Galaxy: recurso gratuito, público e 
acessível na internet



 Montagem

Processo de reconstrução da sequência de DNA original a partir das reads
obtidas com o sequenciamento

Read: Fragmento que foi sequenciado
Contigs: Pedaço contíguo de sequência formado a partir da sobreposição de reads
Scaffolds: Resultado da conexão entre contigs

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



 Montagem
Obtenção dos scaffolds

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



 Montagem

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



 Montagem

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



 Espécies altamente heterozigóticas: muitas diferenças nos cromossomos homólogos

 Principais desafios em projetos de sequenciamento de genomas de plantas

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



 Gráfico de Montagem

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



Anotação de genomas

- atribuição de informação às sequências genômicas realizada através 
de processos computacionais

 Anotação estrutural: processo de identificação de genes e seus 
íntrons e éxons

 Anotação funcional: processo de atribuir informações, como termos
de ontologia gênica, à anotação estrutural

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



Anotação estrutural

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



 Curadoria Manual

 Artemis

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS

 GenomeView



 BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

- BLASTX : verificar similaridade com proteínas nos bancos de dados
- BLASTN: verificar similaridade com ESTs e RNA ribossomal

Anotação Funcional

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS

NCBI: National Center for Biotechnology Information



Anotação Funcional
INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



Gene Ontology

 Primeira ontologia criada em biologia molecular, 2000

 Consórcio para a padronização da anotação gênica

 Vocabulário padrão para a descrição de genes em três categorias

• Processo biológico

• Função molecular

• Localização celular

Anotação Funcional

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS





 Anotação automática

Anotação Funcional
INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



• Identificação e Classificação: REPET/PASTEC 

Métodos utilizados para a identificação de elementos de transposição 

 Anotação de elementos de transposição

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



Classificação dos elementos de transposição segundo Wicker et al. (2007)

Linhagens evolutivas

 Anotação de elementos de transposição

INTRODUÇÃO A MONTAGEM E ANOTAÇÃO DE GENOMAS



 Identificação e classificação de elementos de transposição em sequências 
curtas de DNA

• Busca por domínios de LTRs

• Análise filogenética de domínios

• Bancos de dados

 Anotação de elementos de transposição

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS
NO GENOMA NUCLEAR



REXdb: a reference

database of transposable

element protein domains

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS
NO GENOMA NUCLEAR



RepeatExplorer

1. Comparação par a par de todas as

leituras;

2. Agrupamento das leituras que

compartilham semelhanças significativas de
sequência em clusters;

 Esses clusters representam principalmente repetições, porque apenas as leituras derivadas de
sequências presentes no genoma várias vezes podem produzir um número suficiente de ocorrências
de similaridade nos dados de sequenciamento de baixa cobertura (0,01 a 0,50x);

 Em princípio, o número de leituras em cada cluster é proporcional à abundância genômica da
repetição correspondente, possibilitando sua quantificação;

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS
NO GENOMA NUCLEAR



1. Arquivo na forma interlaçada

2. Cálculo da quantidade de sequências para a cobertura desejada

RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

Exemplo: genoma de 1.000 Mb

Cobertura desejada: 0,25

Reads: 100 pb

Genome Coverage=
(𝑁° 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 𝑥 𝑇𝑎𝑚𝑎𝑛ℎ𝑜 𝑑𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠)

𝑇𝑎𝑚𝑎𝑛ℎ𝑜 𝑑𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑜𝑚𝑎

0,25 =
(𝑁° 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 𝑥 100)

1.000 𝑥 106

𝑁° 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 = 2.500.000

0,25 𝑥 1.000 𝑥 106 = 250.000.000 pb



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Inserir as sequências processadas

 Processá-las dentro do RepeatExplorer





RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Resultados
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ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
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 Resultados



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Resultados: Sumário dos repeats anotados



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Resultados: Sumário dos repeats anotados



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Resultados: anotação dos clusters



Similarity based annotation: 68.08% Class_I/LTR/Ty3_gypsy/chromovirus/Tekay:Ty3-INT

0.81% Class_I/LTR/Ty3_gypsy/chromovirus/Tekay:Ty3-CHD

RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Resultados: anotação dos clusters



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Resultados



RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

 Resultados



 Testes com diferentes coberturas 

Cobertura de 0,1: 35,30% de TEs Cobertura de 0,25: 38,01% de TEs Cobertura de 0,5: 38,17% de TEs

rDNA LTR_NC Angela Bianca SIRE Tork Athila Tekay Satélite NC

Ty1_Copia Ty3_Gypsy

RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR



 2n = 18

 Genoma: 1283,80 Mb

 pb para 0,25x = 321.000.000 pb

RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR

rDNA 45S_rDNA                                0,20
18S_rDNA                            0,16
25S_rDNA                            0,18

5S_rDNA 0,03
Mobile_element Class_I                                 2,47

LTR                                 
Ty1_copia                       

Angela                      11,64
Bianca                      0,19
Ivana                       0,02
SIRE                        1,62
Tork                        0,16

Ty3_gypsy 
Athila              9,92
Tekay 5,96

Unclassified repeat 42,23
74,78

 Teste: Passiflora loefgrenii



rDNA LTR_NC Angela Bianca SIRE Tork Athila Tekay Satélite NC

Ty1_Copia Ty3_Gypsy

1000 Mb 2500 Mb1500 Mb 2000 Mb

~1283 Mb/74,7% 

 Passiflora loefgrenii

RepeatExplorer

ANÁLISE DOS DADOS ILLUMINA PARA IDENTIFICAR REPEATS NO 
GENOMA NUCLEAR



Obrigada!
zirlane@usp.br
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 Origem dos genomas extranucleares

A teoria da endossimbiose



 Origem dos genomas extranucleares

A transferência de material genético entre os genomas



 Origem dos genomas
extranucleares

Redução do genoma cloroplastidial

Variação de tamanho dos genomas 
mitocondriais



GENOMA MITOCONDRIAL

Moléculas circulares

Tamanho entre 69.2kb a 521kb (Algas)
200 a 750kb (Angiospermas)

Múltiplas copias em uma célula

Em angiospermas:
Genes: 50 – 60 genes

Genes que codificam para:

• tRNA
• rRNA
• Citocromo oxidase
• NDH-desidrogenase
• Subunidades de ATPase



GENOMA CLOROPLASTIDIAL
Genoma cp, plastomas, plastídios

Moléculas circulares ou lineares

Tamanho entre 107 a 218Kb

Estrutura Quadripartida

Múltiplas copias em uma célula
(média de 600/célula em Arabidopsis)

Genes: ~120 genes 

Genes codificadores de proteínas

~ 30 genes únicos de tRNA
~ 4 genes únicos de rRNA

(16S, 23S, 4.5S e 5S)



Subgenus Species
Cp genome size 

(bp)
LSC (bp) SSC (bp) IR (bp) Total GC %

Total 
unique 
genes

Astrophea
Passiflora cerradensis 164,276 84,004 12,854 33,709 36,6 108

Passiflora haematostigna 161,755 88,759 12,912 30,042 36,4 109
Passiflora rhamnifolia 162,601 89,512 12,921 30,084 36,4 109

Decaloba

Passiflora candollei 138,081 72,565 13,506 26,005 37,2 104
Passiflora capsularis 113,152 * * * 36,0 104
Passiflora costaricensis 114,211 * * * 36,1 104
Passiflora suberosa 156,355 56,445 13,033 43,496 37,3 103
Passiflora vespertilio 138,456 72,902 13,158 26,196 37,1 104

Deidamioides
Passiflora contracta 167,141 87,972 13,731 32,714 36,7 107
Passiflora deidamioides 167,827 82,408 13,739 35,840 36,8 107

Passiflora

Passiflora alata 148,113 86,001 13,494 24,309 36,9 107
Passiflora cristalina 145,053 85,661 13,530 22,931 36,8 107
Passiflora edmundoi 142,646 85,476 13,314 21,928 37,2 107
Passiflora loefgrenii 146,320 86,153 13,267 23,450 37,0 107
Passiflora miniata 151,758 85,737 13,477 26,272 37,0 107
Passiflora mucronata 151,259 85,261 13,552 26,223 36,9 107
Passiflora recurva 151,976 86,146 13,504 26,163 37,0 107
Passiflora watsoniana 146,782 87,381 13,355 23,023 37,0 107

Dilkea Dilkea retusa 161,923 88,575 12,686 30,331 36,2 109
Mitostemma Mitostemma brevifilis 162,350 88,837 12,695 30,409 36,1 108

 Genomas cloroplastidiais em Passifloraceae

Características de 20 genomas cloroplastidiais de espécies da família Passifloraceae

Cauz-Santos et al., 2020. Unpublished



 Os genomas cp são 

altamente conservados em 

Angiospermas

Alinhamento de 12 genomas cp completos de Malpighiales

• Exemplo na 

ordem Malpighiales: Oito 

regiões adjacentes de 

sintenia nas sequências 

dos genomas cp: as regiões 

incluem genes, tRNAs e 

rRNAs

Cauz-Santos et al., 2017. Frontiers in Plant Science



 Herança citoplasmática

Cerca de 20% das angiospermas poderiam apresentar herança biparental

Herança uniparental de cloroplastos e mitocôndrias



 Rearranjos

Recombinação 

intramolecular entre 

pequenas sequencias 

repetidas dispersas no 

genoma, ou genes de tRNA



 Rearranjos

Recombinação homologa intramolecular

Sinn et al., 2018. American Journal of Botany Ogihara et al., 1988. PNAS



Material vegetal

Enriquecimento de cpDNA
Isolamento de Cloroplastos

(Gradientes Percoll ou sacarose)

Isolamento de cloroplastos 
em gradiente de sacarose

AMOSTRAGEM

Extraçao de DNA total
Cerca de 1-3% de cpDNA

Sequenciamento
Ao menos 2GB de dados 

por amostra

Exemplo: 2Gb 1% cpDNA= 20Mb, para um genoma cp 150 Kb = cobertura de 133x



 Montagem de Genomas



- Ajuste do tamanho do k-mer
K-mer: Subsequência de tamanho k

 Montagem de Genomas

K-mer alto: mais especificidade

K-mer baixo: mais sensibilidade



Avaliação do número e tamanho dos contigs:
1) Tamanho do maior contig

2) N50: 50% do total de pb esteja contida em
contigs

Ex. cálculo N50 em um genoma de 300 Mb
8 Contigs: 3Mb, 3Mb, 15Mb, 24Mb, 39Mb, 45Mb, 54Mb

e 117Mb
N50 = 54Mb

 Montagem de Genomas



NOVOPLASTY

Montador de genomas organelares (Dierckxsens et al., 2017. Nucleic Acids Research)

A montagem se baseia na extensão a partir de uma sequência semente

https://github.com/ndierckx/NOVOPlasty



NOVOPLASTY

A montagem se baseia na extensão a partir de uma sequência semente



NOVOPLASTY

Arquivos que compõem o programa de montagem



NOVOPLASTY

O arquivo config.txt deve ser utilizado para determinar os parâmetros a serem 
utilizados na análise



NOVOPLASTY

Parâmetros a serem especificados no arquivo config.txt

Project name = Nome do projeto a ser utilizado para os arquivos de saída

Type = chloro (Dados de genoma cloroplastidial)
mito (Dados de genoma mItocondrial)
mito_plant (Dados de genoma mitocondrial de plantas)

Genome Range = 120000-200000 (Genoma cloroplastidial)
12000-22000 (Genoma mitocondrial)
45000-800000 (Genoma mitocondrial de plantas)

Ajustar o valor caso se tenha uma referência pois auxilia na correta estimação 
da circularização do genoma

K-mer = 39 (Default)
Para dados com baixa cobertura ou com reads menores de 90 pb diminuir o K-mer para 23



NOVOPLASTY

Parâmetros a serem especificados no arquivo config.txt

Max memory = Determinar um valor maximo a ser utilizado caso a capacidade de 
memoria seja limitada. Exemplo: Para um computador 8 GB de RAM determinar no arquivo 
Max memory = 7

Max memory = 7

Max memory = 4



NOVOPLASTY
Parâmetros a serem especificados no arquivo config.txt

Extended log = 0 ou 1
Utilizar 1 para gerar um log.txt final com mais informações de todo o processo de montagem

Save assembled reads = yes ou no
Utilizar yes para gerar um arquivo separado com todas as reads utilizadas na montagem

Seed Input = Caminho para o arquivo (Exemplo: ./nomedoarquivo.fasta)
Obs: De preferência utilizar uma sequência pequena, por exemplo, um gene cloroplastidial

Extend seed directly = yes ou no
Utilizar yes apenas se a sequência seed for proveniente do mesmo conjunto de dados

Reference sequence = Caminho para o arquivo (Exemplo: ./nomedoarquivo.fasta)

Variance detection = yes ou no
Utilizar yes apenas se possuir uma sequência referência

Chloroplast sequence = Caminho para o arquivo (Exemplo: ./nomedoarquivo.fasta)
Obs: utilizar esta opção apenas se for realizar montagem de genomas mitocondriais de 
plantas



NOVOPLASTY

Parâmetros a serem especificados no arquivo config.txt.

Read Length = Exemplo: 76 ou 151

Insert size = Exemplo: 350 ou 550 para NextSeq

Platform = illumina ou ion

Single/Paired = PE
Obs: O programa aceita apenas Paired-end

Combined reads = Caminho para o arquivo (Exemplo: ./nomedoarquivo.fq ou .fastq)

Forward reads = Caminho para o arquivo (Exemplo: ./nomedoarquivo.fq ou .fastq)

Reverse reads = Caminho para o arquivo (Exemplo: ./nomedoarquivo.fq ou .fastq)



NOVOPLASTY

Parâmetros a serem especificados no arquivo config.txt.

Heteroplasmy:
MAF = (0.007-0.49)
Obs: Proceder a montagem do genoma cp previamente sem esta opção, e depois utilize a 
sequência montada como referência e como seed.

PCR-free = yes ou no
Utilizar em casos de bibliotecas construídas com o kit TruSeq.

Optional:
Insert size auto = yes ou no
Insert Range = 1.9 (Default)
Insert Range strict = 1.3 (Default)

Use Quality Scores = yes ou no
Utilizar esta opção quando as reads apresentarem baixa qualidade



NOVOPLASTY
Rodando o programa:

Após abrir o terminal e acessar a pasta com os arquivos do Programa, digitar o comando:

./NOVOPlasty3.8.3.pl -c config.txt



NOVOPLASTY
Rodando o programa:



NOVOPLASTY
Arquivos de saída do programa:

Contigs_1_Test.fasta: Arquivo contendo os contigs que foram gerados durante a montagem

Contigs_tmp_Test.txt: Arquivo backup



NOVOPLASTY
Arquivos de saída do programa:

log_Test.txt: Arquivo contendo todas as informações da analise.



NOVOPLASTY
Arquivos de saída do programa:

Option_Test.fasta: Arquivo contendo sequencia gerada a partir da junção dos contigs. 
Os diferentes arquivos Option_Test.fasta podem diferir na orientação das regiões IRs



NOVOPLASTY
Rodando o programa com os arquivos de Teste:

Para usar o arquivo de Teste: No terminal, acesse a pasta do NOVOPlasty, abra a pasta Test 
datasets e procure pela pasta chloroplast assembly. Para rodar a analise teste utilize 
o comando:

./NOVOPlasty3.8.3.pl -c config_test_chloro.txt



NOVOPLASTY
Arquivos de saída do programa:



COMO AVALIAR A MONTAGEM?

• Tamanho esperado do genoma 

• Quantidade de contigs

• Média do tamanho dos contigs

• Valor de N50

• Quantidade de gaps

Geneious: Bioinformatics Software for Sequence Data Analysis
https://www.geneious.com/



GENEIOUS

Para fazer o upload de um arquivo: File / Import



GENEIOUS
Para fazer montagem a partir de contigs ou de reads: Align/Assemble e depois De 
novo Assemble



GENEIOUS
Resultados da montagem: Observar se houve circularização do genoma



GENEIOUS
Mapear reads sobre a montagem: Fazer upload do arquivo Fastq com as reads. 
Abrir as opções em Align/Assemble e depois a função Map to Reference



GENEIOUS

Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento
Esta função também permite obter a cobertura média do mapeamento



GENEIOUS

Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento

Exemplo: Montagem completa e mapeamento com cobertura contínua

Exemplo: Montagem com regiões erradas

Exemplo: Montagem com regiões erradas



GENEIOUS

Obter sequência Consensus: Selecionar o arquivo de mapeamento  e depois File / 
Export / Consensus sequence



BWA
Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento

http://bio-bwa.sourceforge.net/



BWA
Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento

Após instalar o programa, criar uma pasta e incluir os arquivos .fastq contendo as reads e o arquivo .fasta com o 

genoma cp.



BWA
Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento

Após instalar o programa, criar uma pasta e incluir os arquivos .fastq contendo as reads e o arquivo .fasta com o 

genoma cp.



BWA
Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento

No terminal, entrar na pasta contendo os arquivos.

O primeiro passo será indexar a referência com o comando: bwa index  arquivoreferência.fasta



BWA
Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento

Após indexar a referência, o próximo passo é conduzir o mapeamento.

Para o mapeamento podemos utilizar o comando: 

bwa mem arquivoreferência.fasta Arquivo_R1.fastq   Arquivo_R2.fastq   >  Nomearquivodesaída.sam



BWA
Mapear reads sobre a montagem: Avaliar a continuidade da cobertura no 
alinhamento

Arquivos de saída do mapeamento:

O arquivo .sam com as informações do mapeamento precisa ser convertido para o formato .bam



SAMTOOLS
Manipular arquivos em formato .sam

http://samtools.sourceforge.net/



No terminal, entrar na pasta contendo os arquivos do mapeamento.

SAMTOOLS
Converter o arquivo .sam em um arquivo .bam



Na pasta contendo os arquivos, utilizar a opção samtools view para fazer a conversão do arquivo.

SAMTOOLS
Converter o arquivo .sam em um arquivo .bam

Após converter o arquivo, utilizar a opção samtools sort para ordenar as leituras mapeadas no arquivo .bam

Ao final, utilizar a opção samtools index para indexar o arquivo sorted.bam



Ao final será gerado um arquivo .bai que será utilizado para visualizar o alinhamento.

SAMTOOLS



INTEGRATIVE GENOMICS VIEWER (IGV)

Para visualizar o resultado do mapeamento utilizar o IGV.

http://software.broadinstitute.org/software/igv/



Após fazer o download do programa, utilizar o arquivo executável igv.sh

INTEGRATIVE GENOMICS VIEWER (IGV)

Para executar o programa, após localizar a pasta no terminal digitar: bash igv.sh



Para abrir a sequência referência clicar em Genomes e depois em Load Genome from File

INTEGRATIVE GENOMICS VIEWER (IGV)

Após abrir o programa:



INTEGRATIVE GENOMICS VIEWER (IGV)

Abrir o arquivo de mapeamento clicando em File e depois em Load from File

Abrir o arquivo .bam (O arquivo .bai deve estar ne mesma pasta)



GENEIOUS

Estimar o tamanho das regiões repetidas invertidas IRs: Fazer o upload da 
sequência final da montagem



GENEIOUS

Estimar o tamanho das regiões repetidas invertidas IRs: Abrir as opções em 
Annotate & Predict e depois a função Find Repeats



GENEIOUS
Tamanho, localização e orientação das regiões repetidas invertidas: 

OBS: Para a anotação e depósito da sequência, o ideal após identificar a localização das IRs é alterar o início da 

sequência do genoma cp. Considere como início da sequência a primeira base após a segunda IR

Desta forma o início da sequência será a primeira base da região LSC



OBTER INFORMAÇÕES DAS REPETIÇÕES

https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/reputer/





OBTER INFORMAÇÕES DAS REPETIÇÕES



ANOTAÇÃO

CHLOROBOX: Programas para análises com dados de genomas 
organelares
https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/

Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology



Geseq: Anotação de genomas organelares
(Tillich et al., 2017. Nucleic Acids Research)

https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html



ANOTAÇÃO
Geseq: Anotação de genomas organelares
(Tillich et al., 2017. Nucleic Acids Research)

https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html



Passos:

• Abrir o arquivo .fasta em Upload file;

• Escolher as opções de arquivo de saída (GenBank, 

multi-GFF3);

• Selecionar Annotate plastid IR e Annotate plastid

trans-spliced rps12;

• Alterar os valores para Protein search identity de 

acordo com o seu conjunto de dados e das 

referências da anotação;

• Selecionar as referências para a anotação em BLAT 

Reference Sequences (Dica: Usar o MPI-MP 

chloroplast references);

• Submeter a análise clicando em Submit.





Resultados da anotação no Geseq:



Resultados da anotação no Geseq:

Arquivo .gff3 com os dados da anotação:



CURADORIA MANUAL DA ANOTAÇÃO

GenomeView: https://genomeview.org/

Primeiro passo: Abrir o arquivo fasta com a sequência do genoma cloroplastidial em File / 
Load data



CURADORIA MANUAL DA ANOTAÇÃO
Abrir o arquivo .gff3 da anotação do genoma cloroplastidial em File / Load data



CURADORIA MANUAL DA ANOTAÇÃO

GenomeView: Permite a visualização e edição das estruturas dos genes que foram 
preditos

Exemplo: Estrutura do gene psbK:

Exemplo: Sequência peptídica codificada pelo gene psbK:



Corrigir a anotação de sequências faltando stop códons:

Exemplo: Completar a sequência adicionando na predição as bases que faltavam para o stop códon:



Para corrigir a anotação da estrutura de um gene e da CDS: Clique na estrutura do gene, e 
com a estrutura selecionada clique em Edit na barra de ferramentas. Agora procure pela 
opção Edit structure

Na caixa Edit structure alterar as coordenadas das posições do gene na opção Location

Adicionar as novas coordenadas que contempla a estrutura completa com o stop códon:  



Obs: A primeira correção alterou apenas as posições da CDS
Para corrigir a anotação da estrutura do gene: Clique na linha azul marinho 
correspondente ao gene, depois clique em Edit na barra de ferramentas e procure 
por Edit structure



Na caixa Edit structure altere as coordenadas das posições do gene na opção 
Location

Adicionar as novas coordenadas que contempla a estrutura completa com o stop códon:  



Corrigir a anotação de sequências contendo stop códons internos: Observar os 
outros quadros leitura para esta sequência, e procurar por aquele que não 
apresenta stop códons

Exemplo: Estrutura predita do gene petD contendo stop códons:

Exemplo: Correção da anotação do gene petD:



Para corrigir a anotação da estrutura de um gene: Clicar sobre a estrutura do gene, 
clicar na opção Edit na barra de ferramentas, e escolher a função Edit structure



Para corrigir a anotação da estrutura de um gene: Na caixa Edit structure altere as 
coordenadas das posições do gene na opção Location

Exemplo: A localização do novo éxon para o gene petD foi incluída na opção Location:



Exemplo: Primeiro éxon do gene petD:

Exemplo: Segundo éxon do gene petD:

Exemplo: Estrutura completa do gene petD:



Conferiu a anotação de todos os genes? 

Para salvar o novo arquivo de anotação: Clique em File, e depois em Save
annotation.



MAUVE
http://darlinglab.org/mauve/mauve.html

GENÔMICA COMPARATIVA



MAUVE

Alinhamento das sequências com a função progressiveMauve
- Abrir o programa
- Clicar em File e escolher Align with progressiveMauve



MAUVE

Alinhamento das sequências com a função progressiveMauve
- Adicionar as sequências .fasta em Add Sequences



MAUVE

Alinhamento das sequências com a função progressiveMauve
- Adicionar as sequências .fasta em Add Sequences



MAUVE

Alinhamento das sequências com a função progressiveMauve
- Definir os parâmetros de alinhamento em Parameters



MAUVE

Alinhamento das sequências com a função progressiveMauve
- Escolher uma pasta para salvar os arquivos de saída do programa.



MAUVE

Resultados
- Sintenia entre as sequências analisadas.



MAUVE

Resultados
- Utilizando apenas uma das IRs.



MAUVE

Resultados
- Fazer alterações na imagem do alinhamento clicando em View e depois em Style.



MAUVE

Resultados
- Para salvar os arquivos de saída clicar em Tools e depois em Export.



MAUVE

Resultados



MAUVE

Alinhamento das sequências com a função progressiveMauve
- Adicionar as sequências .fasta em Add Sequences



MAUVE

Resultados
- Rearranjos identificados entre os genomas cloroplastidiais.



MAUVE

Alinhamento e dados da Anotação
- Adicionar os arquivos Genbank contendo as sequências fasta e anotação em Add Sequences



MAUVE

Alinhamento e dados da Anotação



OBRIGADO!
luizcauz@usp.br


