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Apresentacao

O projeto genoma humano, que envolveu laboratérios e pesquisadores do
mundo inteiro, foi um marco inicial importante para o progresso de metodolo-
gias de sequenciamento, criagdo de bancos de dados e o desenvolvimento
de ferramentas de bioinformatica para a analise de grande volume de infor-
macgdes que comegou a ser gerado principalmente apos a década de 2010
para varias espécies de organismos.

Atualmente, as ferramentas das Ciéncias Omicas sdo utilizadas nos mais
variados setores, incluindo os relacionados aos animais de produgéo. Dentre
suas aplicagdes na produgéo animal estdo a identificagdo de biomarcadores
associados as doengas, a melhor compreenséo da biologia basica da fisiolo-
gia dos organismos e da arquitetura genética de caracteristicas economica-
mente importantes e também a selegdo mais acurada de animais com maior
potencial genético.

Neste contexto, as ferramentas de transcriptémica s&o utilizadas para se ter o
conhecimento do conjunto completo de transcritos (RNAs mensageiros, ribos-
sbmicos, transportadores e nao codificantes) de um dado organismo, 6rgao,
tecido ou linhagem celular em circunstancias especificas (em decorréncia de
diferentes condi¢des ambientais ou experimentais, entre outras situagoes).
Assim, a utilizagdo de ferramentas de bioinformatica é indispensavel para
realizar analises de sequenciamento de RNA e de outras 6micas.

A identificacdo de RNAs longos nao codificantes (IncRNAs) e de suas fun-
¢cbes é importante para compreender como a expressado génica é regulada
e sua consequéncia na determinag¢ao de fenétipos. Deste modo, dada a es-
cassez de informacdes em portugués sobre este tipo de analise, este manual



traz o passo-a-passo para identificar IncRNAs a partir de dados de RNA-Seq,
utilizando como exemplo os suinos. A disponibilizagdo dessas informacoes
de uma maneira simplificada permite uma melhor compreenséao dos tipos de
analise necessarios, possibilitando ao leitor realizar as analises seguindo o
protocolo descrito

Everton Luis Krabbe
Chefe geral da Embrapa Suinos e Aves
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Introducao

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova geragao,
como RNA-seq, possibilita melhorar a compreensdo da estrutura dos genes
e dos padrdes de expressdo génica. Essas tecnologias e os métodos com-
putacionais tornam possivel o estudo mais profundo do transcriptoma, apli-
cados para a identificacdo e caracterizacdo dos RNAs codificantes e nao
codificantes. O sequenciamento permite caracterizar as isoformas de genes
conhecidos e melhorar a anotagéo e identificacdo de novos genes e trans-
critos nao codificantes (Esteve-Codina et al., 2011). Para maximizar a obten-
¢ao de resultados acurados a partir do sequenciamento de transcriptoma é
necessario adequar o protocolo para a preparagao das bibliotecas, as quais
podem ser restritas ao RNA mensageiro (MRNA) ou podem amplificar tam-
bém outros tipos de transcritos, como quando se utiliza os kits de deplegao de
RNA ribossomal (rRNA). A deplegcao de rRNA permite a detecgao eficiente de
transcritos codificantes e nao codificantes (Herbert et al., 2018; Vecera et al.,
2019). Os RNAs néo codificantes sao divididos em duas classes: RNAs pe-
quenos nao codificantes (menos de 200 nt), que incluem microRNAs, RNAs
de interagdo com piwi (piRNA) e RNAs nucleolares pequenos; e os RNAs lon-
gos nao codificantes (INcRNAs) (mais de 200 nt) (Taft et al., 2010; Dozmorov
et al., 2013; Zhang, et al., 2019).

Os IncRNAs compartilham muitas caracteristicas analogas aos mRNA, como
estruturas multiexdnicas, sitio 5' Cap e poliadenilagédo, porém ndo possuem
potencial de codificagdo. Nos ultimos anos, com o avancgo da gendmica e das
ferramentas de bioinformatica, tem sido possivel identificar milhares de IncR-
NAs em humanos e animais (Mattick; Rinn, 2014, Li; Liu, 2019, Li; Zhang; Liu,
2020). Embora as fungbes da maioria dos INcRNAs permanegam desconhe-
cidas, diversos estudos relataram que os IncRNAs geralmente exibem pa-
drées de expressao especificos do tecido ou do estagio de desenvolvimento
e estao envolvidos em uma ampla gama de fungdes, incluindo modificagao
da cromatina (Rinn et al., 2007), imprinting (Sleutels; Zwart; Barlow, 2002),
transcrigdo (WANG et al., 2008), splicing (Yan et al., 2005), processamento
pos-transcricional (He et al., 2008; Zang et al., 2010) e tradugéo (Wang et al.,
2005).
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Para prever as funcdes dos IncRNAs é preciso analisar sua acao cis ou trans
em relagdo aos genes codificadores de proteinas com fung¢des conhecidas
(Yan et al. 2017). A acédo cis regula a transcricdo de genes proximos. Em
contraste, os fatores transregulatérios regulam (ou modificam) a expressao
de genes distantes combinando-se com suas sequéncias alvo (Wittkopp et al.
2004). Os IncRNAs nao tém o mesmo padrao de conservagao interespécies
que os genes codificadores de proteinas. A falta de estudos funcionais e a
baixa conservagao de sequéncias tornam a interpretacao funcional desses
transcritos um desafio para as pesquisas (Johnsson et al. 2014).

O aumento dos estudos com RNAs n&o codificantes (Figura 1), especial-
mente com as iniciativas do projeto Encode (https://www.encodeproject.org/),
possibilitou o conhecimento e entendimentos dos mesmos. Embora existam
varios InNcRNAs bem caracterizados, poucos protocolos do uso das ferramen-
tas para a predicdo dos IncRNAs estédo disponiveis, especialmente quando
se procura material em portugués. Desta forma, ha a necessidade do desen-
volvimento de documentos que auxiliem na utilizagao destas ferramentas de
predicao, facilitando o entendimento tanto das analises quanto da interpreta-
¢ao de resultados.
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Figura 1. Numero de artigos publicados utilizando analises de INcRNAs desde a déca-
da de 1970 até 2023, de acordo com o PubMed. Termo de pesquisa: INcCRNA.

Fonte: NCBI, 2023 (acesso em 15 de maio de 2023).
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Desta forma, o objetivo deste documento é fornecer informagbes para as
analises de IncRNAs, em portugués, de forma detalhada e pratica, tendo
como publico alvo estudantes de graduagéao, pods-graduagéo e cientistas que
pretendam utilizar estas abordagens de analises de expressao génica em
suinos ou outras espécies de animais. Para isso, sdo apresentadas as etapas
para realizagdo dessa anadlise e as ferramentas empregadas em cada uma
dessas etapas.

O documento esta organizado da seguinte forma: (i) na segéo 2 sdo apresen-
tadas as etapas e principais ferramentas utilizadas em cada uma delas, para
que o leitor tenha uma visao geral da analise apresentada; e (i) na segédo 3
essas ferramentas sao aplicadas, ou via scripts ou diretamente via comando
shell, em um passo-a-passo que ilustra como realizar esse tipo de analise,
utilizando um conjunto de dados de RNA sequenciado (RNA-Seq) de suino. E
a sequéncia de comandos apresentadas nessa se¢ao, com possiveis adapta-
¢des pontuais, que o leitor deve executar na analise dos seus dados.

Ferramentas para identificacdo de IncRNAs

Para realizar as analises transcriptdmicas descritas neste documento, séo
necessarios dados de sequenciamento de RNAs longos que em geral sao
obtidos através de bibliotecas de RNA preparadas com protocolo de depleg¢ao
de RNA ribossomal (rRNA). Neste manual s&o utilizados arquivos brutos de
sequéncias no formato FASTQ e as analises séo realizadas em ambiente
Linux, utilizando a linguagem de programacgéo R e Shell.

As metodologias analiticas para identificar In\cRNAs podem ser classificadas
em duas categorias: analises com ou sem o uso do genoma de referéncia. O
foco deste documento esta em abordar a metodologia de andlise utilizando
um genoma de referéncia disponivel, e os passos utilizados sao: controle de
qualidade (CQ), mapeamento, montagem, filtragem, potencial de codificacao
e expressao diferencial. A seguir, sera relatado um breve resumo dos progra-
mas utilizados para realizagdo de cada etapa de analise dos INcCRNAs em um
conjunto de dados de sequenciamento de RNA provenientes de amostras de
suinos.
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Controle de qualidade

O controle de qualidade tem por objetivo filtrar as sequéncias de baixa qua-
lidade, removendo assim erros de leitura. Existem ferramentas disponiveis
na literatura para esta etapa, como o Trimmomatic (Bolger et al., 2014) ou
Cutadapt (Martin, 2011). Neste tutorial, utilizou-se no controle de qualidade
das sequéncias a ferramenta Trimmomatic para o controle de qualidade das
sequéncias para remogao de adaptadores, e de bases de baixa qualidade
do inicio e do fim com baixa qualidade ou Ns, para os quais nao foi possivel
atribuir uma base. Para essa analise utilizou-se os seguintes parametros do
programa: remocéo das bases quando a qualidade Phred média por base é
menor do que 15 e descarte de leituras (reads) com comprimento menor do
que 20 bases. Esta ferramenta de pré-processamento é flexivel e eficiente,
lidando com dados pareados (Bolger et al., 2014). Para iniciar a utilizagao do
Trimmomatic é necessario utilizar arquivos do tipo FASTQ (Figura 2). Esse
arquivo é projetado para lidar com a saida de métricas de qualidade basica
de sequenciamento. As pontuagdes de sequéncia e qualidade sao represen-
tadas como caracteres ASCII simples. O formato usa quatro linhas para cada
sequéncia. A primeira linha tem o titulo com o caractere '@' e é seguida por
um identificador de sequéncia e uma descrigdo opcional. A segunda linha € a
sequéncia. A terceira marca o fim da sequéncia com o caractere '+'. A quarta
linha contém os valores de qualidade do sequenciamento para cada base,
em que o valor do caractere ASCII, ao ser subtraido por 33, corresponde ao
valor de qualidade Phred.(Figura 3).

HO@451:2: AMAGHGIHY:1:1101: 3209 e i s ACTCGGCAAT+TTCAGTTGTC
TGTTTACCACACCCTCTCACCACAGGGATGAGAGGLC GGATCCCAGGGAACCACCAGGTGAAGCAAACGGAGCCTTTTCTTCCAAGATAAACAAGA

CCCCCoCCccccccoccccooccococcococcoocccooocco-crooccceooccoococcecocccoocco; ceoccececeeccccecceocecce; ceeececc

Figura 2. Representagdo de um arquivo FASTQ.

As quatro linhas representam uma leitura. Uma leitura (read) consiste em
uma saida de uma Unica sequéncia de nucleotideos de uma maquina de se-
quenciamento. Uma leitura pode consistir em varios segmentos. Para dados
de sequenciamento, as leituras sao indexadas pela ordem em que sao se-
quenciadas e podem ser longas, curtas, emparelhadas ou Unicas. Alimpeza e
filtragem das leituras € uma etapa importante para o pré-processamento dos
dados brutos de sequenciamento.
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Figura 3. Caracteres da tabela ASCII.

Mapeamento

Apos o controle de qualidade, as sequéncias filtradas (limpas) de cada amos-
tra sdo mapeadas contra o genoma de referéncia (.fa ou .fna), podendo ou
nao utilizar as informagdes de anotacao (.gff3 ou .gtf). No caso dos arquivos
utilizados neste documento, utilizamos o genoma do suino (Sus scrofa11.1)
na anotagcdo Ensembl com o software HISAT2 (Kim; Langmead; Salzberg,
2015). Os genomas de referéncia de diferentes espécies podem ser encon-
trados nas bases de dados Genome do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
data-hub/genome/), Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html) ou do
UCSC (https://genome.ucsc.edu/). E importante reiterar que os arquivos de
genoma (.fa) e de anotagéo (.gff3 ou .gtf) devem sempre ser baixados de uma
mesma base de dados, pois pode haver diferengas entre as plataformas.

O HISAT2 é um programa de alinhamento rapido e sensivel para mapeamen-
to de leituras de RNA-seq, sendo um programa amplamente utilizado. E uma
versdo atualizada do famoso TopHat e requer menos recursos computacio-
nais do que outros programas (Lui et al., 2022). A entrada do HISAT2 é com-
posta por um conjunto de sequéncias em arquivos FASTQ e a saida por outro
conjunto de arquivos no formato SAM. Este € um formato padronizado para
apresentar dados de sequéncia alinhados. Porém, este € um arquivo de texto
simples que tende a ser muito grande e, por isso, muitas vezes é convertido
em arquivos BAM, a versao binaria (compactada) dos arquivos SAM. Esses


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/
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arquivos sdo muito menores e podem ser indexados, o que permite tanto
acessa-los quanto processa-los com maior eficiéncia (Ramirez-Gonzalez et
al., 2012).

Em seguida ao mapeamento, normalmente, nas analises de IncRNA, s&o
feitas as montagens de transcritos a fim de verificar a presenca de novos
transcritos (Pertea et al., 2015).

Montagem dos transcritos usando StringTie

O StringTie € um montador rapido e altamente eficiente para mapeamentos
de RNA-Seq em potenciais transcritos. Ele usa um algoritmo de fluxo de rede,
bem como uma etapa de montagem de novo opcional para montar e quanti-
ficar transcricdes completas que representam mudltiplas variantes de splicing
para cada locus de gene. A montagem de genes e suas isoformas usando o
StringTie é um processo que utiliza o mapeamento das reads contra o geno-
ma de referéncia e realiza a reconstrugao dos transcritos por meio das re-
gibes mapeadas. Apds o processo de montagem dos transcritos, o StringTie
estima os niveis de expressao de todos os genes e isoformas (Pertea et al.,
2015). O StringTie recebe como entrada arquivos SAM, BAM ou CRAM com
alinhamentos de leitura de RNA-Seq ordenados por sua localizagdo geno-
mica e a saida é um arquivo gtf para cada amostra contendo os transcritos
montados. Adicionalmente aos transcritos montados, € possivel compilar os
resultados da montagem com a anotagéo disponivel do genoma. Para isso,
utiliza-se um programa do pacote StringTie, o gffcompare, que compara os
transcritos montados com a anotacdo do genoma de referéncia e cria uma
versao unica e completa de todos os transcritos do genoma. Para mais infor-
magdes sobre o StringTie, consulte sua documentagédo em http://ccb.jhu.edu/
software/stringtie/index.shtml?t=manual.

Filtragem de transcritos

Apds a montagem com o StringTie, para maior precisdo de anotacao dos
IncRNAs, é realizada uma filtragem rigorosa. Primeiramente, antes de fazer
a mesclagem das amostras, sdo removidos transcritos com valor de FPKM
(Fragmentos por Kilobase por Milhdo) inferior a 0.5. Apds a jungao das amos-
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tras, sdo removidos transcritos que apresentem classe de codificacdo conhe-
cidas, transcritos com éxon unico e com tamanho < 200 nucleotideos.

Potencial de codificagao

Identificar o potencial de codificagdo de um novo transcrito € importante para
a anotagao precisa e analise correta dos IncRNAs (Kong et al., 2007). Aqui
estao detalhadas algumas ferramentas usadas para prever o potencial de co-
dificagao de transcritos. Para mais informagdes, consulte a literatura citada.

CPC2 (Coding Potential Calculator)

Uma das primeiras ferramentas disponiveis para identificar o potencial de
codificagdo de um novo transcrito € o CPC (Coding Potential Calculator).
Os recursos utilizados pelo modelo preditivo do CPC incluem a cobertura
da ORF (Open Reading Frame) e a semelhanca da sequéncia com genes
codificadores de proteinas conhecidos (Kong et al., 2007). Esses recursos
foram incorporados em um classificador de aprendizado de maquina SVM
(Support Vector Machine), que em 2017 foi atualizado e incorporado ao
Coding Potential Calculator 2 (CPC2), que avalia o potencial de codificagéo
do transcrito com base nas caracteristicas das sequéncias bioldgicas, incluin-
do homologia com sequéncias de proteinas conhecidas (Kang et al., 2017). O
CPC2 esta disponivel gratuitamente em http://cpc2.cbi.pku.edu.cn como um
servidor da web e um pacote independente para download.

CNCI (Coding-Non-Coding Index)

O CNCI possui duas etapas principais: a construgdo do modelo de classifica-
¢ao e a pontuacao da sequéncia. Este programa realiza a classificagcdo das
sequéncias em codificantes e ndo codificantes de proteinas, para dados de
sequenciamento de alto rendimento, por meio do perfil de trinca de nucleoti-
deos independentes. Quando a pontuagao € menor que zero, a transcrigéo é
considerada RNA n&o codificante. Ele também prevé transcrigbes incomple-
tas e antisense (Sun et al., 2013).


http://cpc2.cbi.pku.edu.cn
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CPAT (Coding Potential Assessment Tool)

O CPAT determina a capacidade de codificagdo e nao codificagdo de uma
transcrigdo construindo um modelo de regressao logistica com base no
comprimento e cobertura da ORF e calculando as pontuagdes de Fickett e
Hexamer. A pontuacado de Fickett é obtida calculando as composigbes per-
centuais de A, C, G, T e seus valores de posi¢cao. O valor da posicao reflete
o grau em que cada base é favorecida em uma posi¢do de cédon em relagao
a outra. Esses oito valores sao, entdo, convertidos em probabilidades (p) de
codificagdo. Cada probabilidade é multiplicada por um peso (w) para a res-
pectiva base, onde o valor de w reflete a chance de cada parametro sozinho
predizer com sucesso a fungéo codificante ou nao codificadora para as se-
quéncias. A pontuagédo de Hexamer é calculada usando o logaritimo da razao
de probabilidade para medir o uso de hexameros randdémicos diferenciais
entre as sequéncias codificantes e ndo codificantes (Wang et al., 2013).

PLEK (Predictor of long non-coding RNAs and messenger
RNAs based on an improved k-mer scheme)

PLEK usa um pipeline computacional baseado em um k-mer e um algorit-
mo de SVM para distinguir I'cRNAs de mRNAs. K-mer sao substrings (uma
sequéncia de caracteres dentro de uma sequéncia maior) de comprimento
k em uma determinada string (podendo ser DNA, RNA, proteina ou outros)
(Margais; Kingsford, 2011). Ele é uma ferramenta livre de alinhamento com
base nas frequéncias k-mer das sequéncias, considerando que cada janela
de leitura € um nucleotideo, e o uso de k-mer é calibrado de acordo com o
tamanho em nucleotideos de k-mer cadeias.

O PLEK é adequado para dados de transcriptoma com erros de sequencia-
mento indel e conjuntos de dados de transcriptoma em larga escala. Assim,
ele é util para distinguir sequéncias codificantes e ndo codificantes de protei-
nas a partir de dados de sequenciamento de alto rendimento, sendo uma fer-
ramenta robusta e rapida para identificar IncRNAs. (Li; Zhang; Zhou, 2014).
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Pfam (database of protein families)

O banco de dados Pfam é um sistema de classificagdo para a anotagao de
dominios de proteinas e é usado para identificar dominios de familias de
proteinas conhecidas. Ele estabelece um modelo estatistico (hidden Markov
model - HMM) da sequéncia de aminoacidos de cada familia através do ali-
nhamento da sequéncia de proteinas. Um transcrito sem correspondéncia no
Pfam é considerado um potencial INcRNA (Mistry et al., 2021).

Passo-a-passo para a identificacio
dos IncRNAs em suinos

Esta secado apresenta um procedimento passo-a-passo que ilustra como
realizar a andlise para identificagdo de IncRNAs, utilizando um conjunto de
dados de RNA sequenciado (RNA-Seq) de um experimento com fetos de sui-
nos (Sus scrofa). As amostras sao provenientes de bibliotecas de RNA pre-
paradas usando o kit /llumina Stranded Total RNA Prep, Ligation with Ribo-
Zero Plus para deplecdo de RNA ribossomal e foram sequenciadas com a
plataforma Illumina HiSeq2500. Todos os dados necessarios para execugao
dessas analises estao disponiveis no link https://rb.gy/poz3b. Os comandos
correspondentes a cada uma das etapas da analise devem ser executados
a partir do prompt do shell do linux. Em todos os casos, sera apresentado
uma descrigdo dos parametros do comando e da saida (arquivo) resultante.
Em relacdo as necessidades computacionais, sugere-se um minimo de 24
processadores e ambiente de programagéao R.

O diretdrio de entrada contém um arquivo fastq correspondente a amos-
tras coletadas de conceptos suinos, sendo uma amostra do sexo feminino
(pig_01) e outra do sexo masculino (pig_02). Primeiramente, € necessario
criar um diretério para armazenar todos os programas € amostras usados
neste documento. E importante que o nome do arquivo/diretério ndo possua
acentos nem espacos.

113 bash‘“
$ mkdir Analise_IncRNAs


https://rb.gy/poz3b

18 DOCUMENTOS 244

##Controle de qualidade e mapeamento

O pipeline BAQCOM ¢ utilizado para realizar o controle de qualidade com
o Trimmomatic e o mapeamento com HISAT2. O BAQCOM é um pipeline
que automatiza a execugdo de cinco programas para analise de RNA-Seq.
Para baixar e instalar o BAQCOM visite: https://github.com/hanielcedraz/
BAQCOM.

#Gerar os arquivos de samples.txt

O BAQCOM disponibiliza um script para a criagdo do arquivo de amos-
tras. Esse arquivo € composto por trés colunas, separadas por tabulagao,
(SAMPLE_ID, Read_1 e Read_2) para arquivos paired-end ou duas colunas
(SAMPLE_ID e Read_1) para arquivos single-end. Para a execuc¢éo do co-
mando é necessario criar uma pasta chamada 00-Fastq ou especificar no
comando o nome da pasta.

“‘bash‘“ $ createSamples.sh
## Para mais informagoes acesse a ajuda usando a tag -h createSam-
ples.sh -h

#Controle de qualidade — bagcomTrimmomatic.R

O bagcomTrimmomatic.R usa o software Trimmomatic para realizar o con-
trole de qualidade dos arquivos e remove as leituras curtas, de baixa qua-
lidade (QPhred < 20) e sequéncias de adaptadores, usando os seguintes
parametros:

* -q => NUumero de amostras a serem processadas a cada vez.
* -m => Tamanho minimo de sequéncia (<70 bp).
e -p => Numero de processadores.

“lbash“‘

$ bagcomTrimmmomatic.R —p 16 -q 2 —-m 70

## Para mais informagoes acesse a ajuda usando a tag -h
$ bagcomTrimmmomatic.R -h


https://github.com/hanielcedraz/BAQCOM
https://github.com/hanielcedraz/BAQCOM
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#Mapeamento - HISAT2 - bagcomHisat2.R

Os arquivos de saida do bagcomTrimmomatic serdo usados como entrada
para o bagcomHisat2.R usando o software HISAT2. Além disso, é necessario
0 uso dos arquivos fasta e gtf do genoma de referéncia de suinos. Esses
arquivos podem ser encontrados em (http://ftp.ensembl.org/pub/release107/
fasta/sus_scrofa/dna/Sus_scrofa.Sscrofa11.1.dna.toplevel.fa.gz e http://ftp.
ensembl.org/pub/release-107/gtf/sus_scrofa/Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf.
gz), sendo que os mesmos devem ser descompactados.

‘“bash“‘
$ gunzip Sus_scrofa.Sscrofa11.1.dna.toplevel.fa.gz
$ gunzip Sus_scrofa.Sscrofa11.1.105.gtf.gz

O primeiro passo do bagcomHisat2.R & indexar o genoma de referéncia.
Essa etapa cria varios arquivos em um diretério especifico que serdo usados
como indice para o mapeamento, que ¢ iniciado logo apds a indexagao. As
opgdes utilizadas sédo apresentadas abaixo:

e -t => Arquivo fasta do genoma do suino;

* -g => Arquivo gtf;

e -p => Numero de processadores;

e -s => Converte 0s arquivos sam para bam e os classifica.

* -q => Numero de amostras a serem processadas.
‘“bashi“
$ bagcomHisat2.R —t Sus_scrofa.Sscrofa11.1.dna.toplevel.fa —g Sus_
scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf -p 16 -s -q 4

## Para mais informagoes acesse a ajuda usando a tag -h
$ bagcomHisat2.R -h

O bagcomHisat2.R automaticamente cria um diretério denominado
02-MappedReadsHISAT2 contendo os arquivos SAM e BAM (pig_unsor-
ted_01.sam, pig_unsorted_01.bam, pig_unsorted_02.sam e pig_unsor-


http://ftp.ensembl.org/pub/release107/fasta/sus_scrofa/dna/Sus_scrofa.Sscrofa11.1.dna.toplevel.fa.gz
http://ftp.ensembl.org/pub/release107/fasta/sus_scrofa/dna/Sus_scrofa.Sscrofa11.1.dna.toplevel.fa.gz
http://ftp.ensembl.org/pub/release-107/gtf/sus_scrofa/Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf.gz
http://ftp.ensembl.org/pub/release-107/gtf/sus_scrofa/Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf.gz
http://ftp.ensembl.org/pub/release-107/gtf/sus_scrofa/Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf.gz
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ted_02.bam). Baixe e instale o Samtools (http://www.sthda.com/english/wiki/
install-samtools-on-unix-system) e descompacte o arquivo tar SAMtools.
Depois, é necessario indexar a saida dos alinhadores usando o programa
Samtools.

“bash*

$ tar xvjf samtools-1.15.1.tar.bz2
cd samtools-1.15.195
make
cd

# Crie o index

A saida do index é em formato bai.

‘“bash“‘
$ samtools index pig_01_sorted.bam
$ samtools index pig_02_sorted.bam

Os arquivos gerados no comando acima (pig_01_sorted.bam e pig_02_sor-
ted.bam) sdo usados como arquivos de entrada para o StringTie.

##Montagem — StringTie
#Instale o StringTie

Para instalar o StringTie, baixe o pacote na versdo 2.2.1 em http://ccb.jhu.
edu/software/stringtie, descompacte o arquivo.tar.gz do StringTie e acesse o
diretério descompactado.

“bash*

$ wget http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/dl/stringtie-2.2.1.Linux_
x86_64.tar.gz

$ tar xvzf stringtie-2.2.1.Linux_x86_64.tar.gz

$ cd stringtie-2.2.1

$ make release


http://www.sthda.com/english/wiki/install-samtools-on-unix-system
http://www.sthda.com/english/wiki/install-samtools-on-unix-system
http://ccb.jhu.edu/software/stringtie
http://ccb.jhu.edu/software/stringtie
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Certifique-se que vocé esteja na pasta que tenha os programas e os arquivos
necessarios para iniciar a montagem. Nosso exemplo é com duas amostras,
mas cada usudrio deve executar os comandos de acordo com seus dados. As
opgodes utilizadas sao apresentadas abaixo:

* -G => Arquivo de anotagao de referéncia (no formato gtf ou gff3) para
orientar o processo de montagem;

» --rf => Biblioteca de cadeias fr-firststrand;
* -0 => Nome do arquivo GTF de saida do StringTie;

* -A => Abundancias de genes seréo relatadas no arquivo de saida com
o nome fornecido.

“‘bash“

$ Stringtie 02-MappedReadsHISAT2/pig_01_sorted.bam -G Sus_scrofa.
Sscrofa11.1.107.gtf --rf -o pig_01.gtf -A pig_01.tab

$ Stringtie 02-MappedReadsHISAT2/pig_02_sorted.bam —G Sus_scrofa.
Sscrofa11.1.107.gtf --rf -o pig_02.gtf -A pig_02.tab

#Para mais informagoes acesse a ajuda usando StringTie -h

Saida do StringTie

Ao fim da montagem s&o gerados arquivos gtf para cada amostra (Figura 4 e
5). Cada arquivo é composto por nove colunas com as seguintes informacgoes:

* Coluna 1: Demonstra que a transcrigdo montada esta no cromossomo
1.

Coluna 2: Nome do programa utilizado.
e Coluna 3: Transcrigdo montada.

* Coluna 4: Posigao inicial do transcrito.

Coluna 5: Posicao final do transcrito.
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* Coluna 6: Pontuagdo de confianga para a transcricdo montada.
Atualmente, esse campo néo € usado e o StringTie relata um valor cons-
tante de 1000 se a transcricdo tiver uma conexao com um pacote de
alinhamento de leitura.

Coluna 7: Transcri¢do na fita sense, '+', ou na fita reversa, '-".

Coluna 8: Regido de codificagdo. O StringTie ndo usa este campo e
simplesmente registra um ".".

Coluna 9: Uma lista separada por ponto e virgula (;), fornecendo infor-
macgodes adicionais sobre cada transcrigao.

StringTie transcript 1
StringTie ) 1

StringTie
StringTie

Figura 4. Exemplo do arquivo de saida do software StringTie.

A Tabela 1 € um exemplo da saida do StringTie, vale lembrar que a saida do
arquivo ndo vem com as identificagdes das colunas como na tabela.

Tabela 1. Saida do StringTie.

1 StringTie transcript 1 4.191 1000 1
1 StringTie  exon 1 961 1000 +
1 StringTie  exon 2.371 2.465 1000 1
1 StringTie  exon 3.18 4.191 1000 A

gene_id G.1"; e .1.1"; cov "7.189724"; FPKM "1.244922"; TPM "4.754333";
gene id AT ra ri _id -1.1"; exon_number "1"; cov )
on_number "2";

.1.1"; exon_ number "3";

Figura 5. Nona coluna do arquivo de saida do StringTie.

* gene_id: Um identificador exclusivo para o gene e éxons com base no
nome do arquivo do alinhamento.
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* transcript_id: Um identificador exclusivo para uma unica transcri¢cdo e
éxons com base no nome do arquivo do alinhamento.

e exon_number: Um identificador exclusivo para um Unico éxon, come-
¢ando em 1, dentro de uma determinada transcrigéo.

* cov: A cobertura média por base para o transcrito ou éxon.

* FPKM: Fragmentos por kilobase de transcrigdo por milhdo de pares li-
dos. Numero de pares de reads alinhados a esse recurso, normalizado
pelo numero total de fragmentos sequenciados (em milhées) e o compri-
mento da transcrigdo (em quilobases).

* TPM: Transcrigbes por milhdo. Numero de transcritos desse gene es-
pecifico normalizado primeiro pelo comprimento do gene e depois pela
profundidade de sequenciamento.

A Tabela 2 é uma representagdo da saida da nona coluna do StringTie.
Lembre-se que a saida do arquivo ndo vem com as identificagcbes como na
tabela.

Tabela 2. Saida nona coluna do StringTie.

STRG1 STRG.1.1 7.199724 1.244922 4.754333
STRG.1 STRG.1.1 1 4.964187
STRG.1 STRG.1.1 2 19.318583
STRG.1 STRG.1.1 3 8.128084

Filtragem Script Perl removendo transcritos com FPKM menor que 0.5

Para maior rigor da predicao dos IncRNAs, sdo removidos transcritos com
FPKM menor que 0.5. Este comando é realizado em cada arquivo gtf. Outro
comando pode ser usado de acordo com o usuario.
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“bash‘“

$ perl -ne '$_ =~ /[FPKM "(\d+)/; if ($1>=0.5){ print $_}' pig_01.gtf >
Sample_01.gtf

$ perl -ne '$_ =~ /[FPKM "(\d+)/; if ($1>=0.5){ print $_}' pig_02.gtf >
Sample_02.gtf

Mesclagem dos arquivos

Apos a filtragem, é realizada a mesclagem das amostras (Sample_01.gtf e
Sample_02.gtf) com a ferramenta merge do software StringTie. O merge do
StringTie toma como entrada uma lista de arquivos GTF e une essas transcri-
¢des em um conjunto ndo redundante de transcri¢des. Esse modo € usado na
analise diferencial para gerar um conjunto global e unificado de transcri¢cdes
(isoformas) em varias amostras de RNA-Seq. O conjunto de opgoes e para-
metros utilizado é apresentado abaixo. Em particular, a opgao -G (anotagéo
de referéncia) faz com que o StringTie monte os transfrags dos arquivos GTF
de entrada com as transcrigdes de referéncia.

e -G => Anotacéao de referéncia.

 *gtf => Ira pegar todos os arquivos gtfs na pasta em que a andlise esta
sendo executada.

e -0 => Nome do arquivo de saida.

“lbash‘“
$ stringtie --merge -G Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf *.gtf -o mesclado.
gtf

#igffcompare

O ¢ffcompare faz a comparagao dos transcritos do StringTie com transcri¢cdes
conhecidas, gerando os cdodigos das classes dos transcritos. Estas classes
relatam os potenciais transcritos codificantes e nao codificantes (Tabela 3).
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Tabela 3. Codigos das classes dos transcritos.

Codigo das - e A
Relagcdo com transcrigao de referéncia

Correspondéncia completa exata de cadeia de introns

Contido na transcrigdo de referéncia
Contém transcricao de referéncia

Correspondéncia completa da cadeia de introns em todos os lugares

5 3 X O

Sobrepde completamente o intron da transcrigdo de referéncia

Possivel nova isoforma com pelo menos uma correspondéncia de
juncéo

—

Exon Gnico que cobre parcialmente um intron de referéncia
Fita se sobrepbe com éxons de referéncia

Correspondéncia de introns na fita oposta

X o O o

Antisense
i Intrénicos
Contém uma referéncia em sua introdugéo

Possivel execugao da polimerase

= T <

Pelo menos 50% das bases sdo soft-masked

u Intergénicos desconhecidos
Adaptado de: Pertea G and Pertea M. GFF Ultilities: GffRead and GffCompare, 2020. DOI: 10.12688/f1000re-
search.23297.1

Baixe o gffcompare em https://ccb.jhu.edu/software/stringtie/gffcompare.sht-
ml e descompacte o arquivo tar.

‘“bashi“

$ wget http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/dl/gffcompare-0.12.6.Linux_
x86_64.tar.gz

$ tar xvzf gffcompare-0.12.6.tar.gz

Depois, execute a ferramenta gffcompare. As opgdes disponiveis séo apre-
sentadas abaixo.

e -r => Arquivo GTF da anotagao de referéncia.
e -G => Arquivo mesclado.

e -0 => Nome da saida dos arquivos.


https://ccb.jhu.edu/software/stringtie/gffcompare.shtml
https://ccb.jhu.edu/software/stringtie/gffcompare.shtml
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Hlbashﬂi
$ gffcompare -r Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf -G -o mesclado.gtf

A saida do gffcompare é composta por seis arquivos (gffcompare.annotated.
gtf, gffcompare.loci, gffcompare.stats, gffcompare.tracking, gffcompare.strin-
gtie_asm.gtf.refmap e gffcompare.stringtie_asm.gtf.tmap). O arquivo gffcom-
pare.status mostra o resumo de dados, relatando a sensibilidade, precisao,
0S novos éxons, introns e loci. A alta sensibilidade significa que quase todas
as transcricdes do StringTie correspondem as transcrigbes conhecidas, ou
seja, poucos falsos negativos. Se a precisao € muito menor, indica que mui-
tas das transcrigbes do StringTie nao estéo na lista de transcrigdes conheci-
das, que sao falsos positivos ou transcrigdes verdadeiramente de novo. Os
novos éxons, introns e loci indicam quantos dos sitios ndo foram encontrados
na lista de transcrigbes conhecidas. O arquivo gffcompare.annotated.gtf mos-
tra os codigos das classes.

Contar os codigos das classes que foram formadas

“‘bash“‘
$ grep -oP "class_code \S+;" gffcompare.annotated.gtf | sort | uniq -c

Filtragem removendo as classes codificantes

Essa filtragem remove as classes que nao sao de interesse, permanecendo
somente as classes i, j, 0, u, x. O comando grep é indicado para remover as
classes que ndo sao desejaveis.

“‘bash*

$ grep -v 'class_code "="' merged.gtf > filtrado.gtf

$ grep -v 'class_code "s"'filtrado.gtf > filtrado1.gt

$ grep —-v 'class_code "p"'filtrado1.gtf > filtrado2.gtf

Filtragem Script R removendo transcritos com niumero de exon menor
que dois

Para maior confianca da predi¢cdo dos IncRNAs, os transcritos com éxon Uni-
co sdo removidos por meio do script R.
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Primeiramente, instale os pacotes do R.

113 R 113

install.packages("dplyr")

if (Irequire("BiocManager", quietly = TRUE)){
install.packages(”"BiocManager")
BiocManager::install("rtracklayer")

Em seguida, carregue os pacotes necessarios.

113 R 113

library(dplyr)
library(rtracklayer)

E, entdo, importe o arquivo gtf.

11 R 11

gtf <- import(‘filtrado2.gtf)
gtf_df <-as.data.frame(gtf)

Salve em um objeto o nimero de genes com um éxon.

113 R 113

gtf_1exon <- gtf_df %>%
count(gene_id,transcript_id,type, name="Exon_count") %>%
filter(type=='exon' & Exon_count == 1) %>%
select(-type)

27
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Salve também em um objeto o nimero de genes com dois ou mais éxons.

113 R 113

gtf_2oumais <- gtf_df %>%
count(gene_id,transcript_id,type, name="Exon_count") %>%
filter(type=="exon’' & Exon_count >= 2) %>%

select(-type)

Por fim, crie um objeto para filtrar com os dados.

11 R 113

gtf_filtered <- gtf_df %>%
dplyr::filter(transcript_id %in% gtf_2oumais$transcript_id)

E salve o arquivo gtf exportado.

113 R 113
export(gtf_filtered, "gtf_filtered.gtf")

##gffread

Apds remover os transcritos com exon unico, o arquivo gtf é transformado em
um arquivo fasta com o programa gffread. Instale o gffread e depois execute
0 programa.

[1113 bash (113

$ git clone https://github.com/gperteal/gffread
$ cd gffread
$ make release
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O ¢ffread realiza a conversao de arquivo gtf em fasta.
e -w => Nome do arquivo de saida (fasta);

* -g => Arquivo do genoma do suino no formato fasta.

i“bashlli
$ gffread -w result.fa -g Sus_scrofa.Sscrofa11.1.dna.toplevel.fa gtf_filte-
red.gtf

Ao fim da execucao da etapa anterior, a saida do gffread (result.fa) é filtrada
pelo tamanho dos transcritos pela linha de comando abaixo, permanecendo
na analise os transcritos com tamanho =200 nucleotideos.

Filtragem pelo tamanho dos transcritos

Remova todos os transcritos com tamanho menor que 200 nucleotideos
usando o comando abaixo:

‘“bash“‘

$ perl -ne 'chomp; if (/>/){ print "\n$_\t"}else{ print $_}' result.fa | perl
-ne "/A(+)\t(.+)/; if (length($2)>=200){ print "$1\t" . length($2) . "\n$2\n";}’
> resultado_final.fa

Potencial de codificacdo

Faca a predigao do potencial de codificagdo dos transcritos com os progra-
mas CPC2, CNCI, CPAT e PLEK. Os parametros utilizados neste documento
foram definidos de acordo com os dados utilizados.

CPC2

O CPC2 é um software para avaliar o potencial de codificacado de proteinas
dos transcritos. Para instala-lo é necessario o pacote Biopython. Uma versao
local pode ser baixada em (http://biopython.org/wiki/Download).


http://biopython.org/wiki/Download
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“pbash‘“

$ CPC2_standalone-1.0.1/

$ cd CPC2-beta

$ export CPC_HOME="$PWD"

$ cd libs/libsvm

$ gzip -dc libsvm-3.18.tar.gz | tar xf —
$ cd libsvm-3.18

$ make clean && make

Execute o CPC2.py utilizando os paradmetros apresentados abaixo:
* -i => Arquivo fasta gerado apds a montagem e os filtros;
e -0 => Nome do arquivo de saida;
* --ORF => Saida da posicao inicial da ORF mais longa.
“‘bash‘“

$ python3 CPC2_standalone-1.0.1/bin/CPC2.py -i resultado_final.fa -o
CPC2.txt --ORF

Apds o fim do passo anterior, execute o seguinte comando para continuar
realizando a analise somente com os potenciais transcritos nao codificantes.

“‘bash‘“
$ cat CPC2_txt | grep noncoding > noncoding_CPC2

CNCI

O CNCI identifica sequéncias codificadoras e nao codificantes de proteinas,
sendo uma ferramenta de classificagédo precisa de transcricbes de dados de
sequenciamento.

Instale o CNCI e execute-o em python.
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“bash‘“

$ git clone git@github.com:www-bioinfo-org/CNCIl.git
$ cd CNCI

$ unzip libsvm-3.0.zip

$ cd libsvm-3.0

$ make

$cd..

Primeiramente, € necessario rodar o compare.py, para depois executar o
CNCI. Para o compare sao necessarios os arquivos gtf codificante e néo co-
dificante, que séo oriundos do arquivo gtf do genoma do suino (Sus_scrofa.
Sscrofa11.1.107.gtf), baixado no inicio da analise. E s6 realizar a separacéo
dos codificantes e nao codificantes com o auxilio do comando grep.

“‘bash*

$ grep 'gene_biotype "protein_coding™ Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.gtf
> coding.gtf

$ grep -v 'gene_biotype "protein_coding"'Sus_scrofa.Sscrofa11.1.107.
gtf > ncrna.gtf

Importante: O cabegalho dos arquivos coding.gtf e ncrna.gtf nao de-

vem apresentar ##, pois com essa informagao o comando dara erro.

O compare.py compara as transcricdes montadas com a anotagao referéncia.
E uma etapa obrigatéria para realizar o CNCl.py. Os arquivos definidos pelos
parametros —n, -c e —i devem possuir as informacdes gene_id e transcript_id.

¢ -n => RNAs nao codificantes.
e -c => Proteinas codificantes.
e -j => Arquivo de entrada.

* -0 => Arquivo de saida dos resultados.


git@github.com:www-bioinfo-org/CNCI.git
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Hlbash“‘
$ python3 /CNCIl/compare.py -c coding.gtf -n ncrna.gtf -i gtf_filtered.gtf
-0 result_compare

A saida do compare gera o arquivo potentially_novel.gtf, que é usado na pro-
xima etapa. Para usar o CNCl.py & necessario transformar o arquivo fasta do
genoma em formato dois bits, com o comando:

“‘bash“‘
$ faToTwoBit Sus_scrofa.Sscrofa11.1.dna.toplevel.fa genome_pig.2bit

Execute o CNCl.py com os seguintes parametros:
» -f => Arquivo de entrada (gerado pelo compare.py);
e -g => Parametro obrigatdrio ao utilizar arquivos no formato gtf;
* -m => Atribui os modelos de classificagao (ve - espécies de vertebrados);
e -p => Numero de processadores;
* -d => Genoma do suino convertido 2bit;
* -0 => Diretdrio de saida dos resultados.
“bash‘“
$ python3 /CNCI/CNCl.py -f potentially_novel.gtf -g -m ve -p 8 -d geno-
me_pig.2bit —o CNCI_codificacao
CPAT

A ferramenta CPAT reconhece rapidamente transcri¢des codificantes e nao
codificantes de um grande grupo de candidatos. Ele deve ser instalado com
python3.5 ou versdes posteriores.
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113 bashﬂi
$ pip3 instalar git+https://github.com/liguowang/cpat.git

O programa fornece o modelo logit pré-construido e a tabela hexamero para
humanos, ratos, zebrafish e moscas. Para outras espécies (suinos, por exem-
plo), é necessario construir os modelos.

A ferramenta make _hexamer_tab.py calcula a frequéncia do hexadmero das
sequéncias codificante e ndo codificante. Para esse calculo, baixe os arquivos
fasta em https://www.ensembl.org/info/data/ftp/index.html e descompacte.

“bash*

##Sequencia CDS

$ wget http://ftp.ensembl.org/pub/release-107/fasta/sus_scrofa/cds/
Sus_scrofa.Sscrofa11.1.cds.all.fa.gz

$ gunzip Sus_scrofa.Sscrofa11.1.cds.all.fa.gz

##Sequencia ncrna

$ wget http://ftp.ensembl.org/pub/release-107/fasta/sus_scrofa/ncrna/
Sus_scrofa.Sscrofa11.1.ncrna.fa.gz

$ gunzip Sus_scrofa.Sscrofa11.1.cds.all.fa.gz

Para utilizar o hexamer_tab.py, os seguintes parametros devem ser
especificados:

e -¢ => Arquivo das sequéncias codificantes.
* -n => Arquivo das sequéncias ndo codificantes.
Hlbashﬂi

make_hexamer_tab.py -c Sus_scrofa.Sscrofa11.1.cds.all.fa —n Sus_
scrofa.Sscrofa11.1.ncrna.fa > Sscrofa_Hexamer.tsv

Para a construgdo do modelo de regresséo logistica, baixe e descompacte o
arquivo de cdna, seguindo as instrugdes do passo anterior, e crie 0 modelo.
Os seguintes parametros devem ser especificados:


https://www.ensembl.org/info/data/ftp/index.html
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-x => Tabela de frequéncias de hexametros construida na etapa anterior.

-¢c => Arquivo de sequéncias de RNAs codificantes de proteina no for-
mato FASTA.

-n => Arquivo de sequéncias de RNAs nao codificantes no formato
FASTA.

-0 => Prefixo do arquivo de saida.

Hlbash“l
$ make_logitModel.py -x Sscrofa_Hexamer.tsv -c Sus_scrofa.
Sscrofa11.1.cdna.all.fa -n Sus_scrofa.Sscrofai1.1.ncrna.fa -o modelo

Segundo Wang et al. (2013), o CPAT dara exatamente os mesmos resultados
que o NCBI ORFfinder para identificar as ORFs. Execute o CPAT especifican-
do os seguintes parametros:

-x => Tabela de frequéncias de hexametros;
-d => Modelo de Logit;

--antisense => Quando essa opg¢do nao é especificada, s6 buscara
ORFs da cadeia sense;

--top-orf => NUmero para relatar todas as ORFs;
-g => Arquivo fasta gerado apds a montagem e filtragem;

-0 => Nome do arquivo de saida.

‘“bashiﬂ
$ cpat.py -x Sscrofa_Hexamer.tsv -d modelo.logit.RData --antisense
--top-orf=100 -g resultado_final.fa -o cod_cpat

Ao fim da execugéo sédo gerados o0s seguintes arquivos:

cod_capt.ORF_seqs.fa: As principais sequéncias.
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* cod_capt _prob.tsv: Informagdes sobre a ORF (cadeia, quadro, inicio,
fim, tamanho, pontuacéo Fickett, pontuacdo Hexamer) e probabilidade
de codificagao).

e cod_capt _prob.best.tsv: Ainformacao da melhor ORF. Este arquivo é
um subconjunto de “cod_capt.ORF_prob.tsv”.

e cod_capt _ORF.txt: IDs de sequéncias sem ORF encontrada.
e cod_capt.r: Arquivo Rscript.
e CPAT_run_info.log: Arquivo de log.

Para separar os transcritos codificantes dos nao codificantes, o limite de pro-
babilidade de codificagao humana (CP) foi utilizado, pois € o menor limite
entre as espécies para maior confianga dos dados (CP 20,364 indica sequén-
cia de codificagdo, CP < 0,364 indica sequéncia nao codificante). O arquivo
co_cpat.ORF_prob.best.tsv apresenta as informagdes das ORFs, como: ca-
deia, quadro, inicio, fim, tamanho, pontuacao Fickett, pontuagdo Hexamer e
probabilidade de codificagdo. Essa ultima é localizada na décima primeira
coluna. Com o comando awk, filtre os transcritos conforme descrito abaixo
para que somente os potenciais nao codificantes permanegam na analise.

“ibash“‘
$ awk '{if($11<0.364){print $_}}' co_cpat.ORF_prob.best.tsv > CPAT _
noncoding

#PLEK

Em conjuntos de dados de vertebrados, o programa pode ser executado com
as configuracdes padréo. Baixe em https://sourceforge.net/projects/plek/files/
e descompacte.

“bash*

$ tar zvxf PLEK.1.2.tar.gz
$ cd PLEK.1.2

$ python3 PLEK_setup.py


https://sourceforge.net/projects/plek/files/ 
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PLEK.py é usado para diferenciar IncRNAs de mRNAs. Execute-o, especifi-
cando os seguintes paradmetros:

e -fasta => Arquivo no formato fasta gerado apés a montagem e as
filtragens;

* -out => Nome do arquivo de saida;
* -thread => Numeros de processadores;

* -minlength => Comprimento minimo das sequéncias.

“‘bash‘“
$ python3 PLEK.1.2/PLEK.py -fasta resultado_final.fa -out predicted
-thread 10 -minlength 200

##Filtra os transcritos com o comando grep, mantendo somente os potenciais
nao codificantes.

ﬁ“bash“‘
$ cat predicted | grep Non-coding > PLEK_non-coding.txt

#Diagrama de Venn

Identifica os transcritos em comum entre as quatro ferramentas de predi¢ao
de codificagao utilizadas (CPC2, CNCI, PLEK e CPAT).

O diagrama pode ser construido pelo R ou online em http://www.interacti-
venn.net/.

#Pfam

E um banco de dados baseado em perfis de modelos ocultos de Markov
(HMMs), que combina alta qualidade e integridade. O Pfam consiste nas par-
tes A e B. O Pfam-A é acurado e contém familias de dominios de proteinas
bem caracterizadas com alinhamentos de alta qualidade, que sao mantidos
usando alinhamentos verificados manualmente e HMMs para localizar e ali-
nhar todos os membros. Pfam-B contém familias de sequéncias que foram


http://www.interactivenn.net/
http://www.interactivenn.net/

Manual para identificacdo de RNAs longos néao codificantes (IncRNAs) por meio de ferramentas... 37

geradas automaticamente pela aplicagéo do algoritmo Domainer para agru-
par e alinhar as sequéncias de proteinas remanescentes apds a remocgéao dos
dominios Pfam-A (Sonnhammer; Eddy; Durbin, 1997).

Instale e descompacte
‘“bashﬂi
$ wget ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Pfam/current_release/Pfam-A.

hmm.gz
$ gunzip Pfam-A.hmm.gz

Primeiramente, execute o hmmpress, passo necessario para que o hmmscan
funcione. Essa etapa prepara um banco de dados, construindo arquivos bina-
rios compactados e indexados para o hmmscan.

“‘bash‘“
$ hmmpress Pfam-A.hmm

Quatro arquivos binarios sado criados: Pfam-A.hmm.h3f, Pfam-A.hmm.h3i,
Pfam-A.hmm.h3m e Pfam-A.hmm.h3p.

Agora analise as sequéncias usando seu banco de dados, executando o
Pfam-A.hmm.h3p com os seguintes parametros:

e --cpu => Numero de processadores.

e --domtblot => Salva arquivos em formato tabular simples.
* -E => Numero de falsos positivos relatados por consulta.

* --domE => Numero esperado de dominios falsos positivos.
* Pfam-A.hmm => Arquivo baixado na etapa anterior.

* Transcritos.fasta => Arquivo fasta gerado a partir dos transcritos em
comum com as ferramentas de codificagao.


ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Pfam/current_release/Pfam-A.hmm.gz
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Pfam/current_release/Pfam-A.hmm.gz
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“lbash‘“
$ hmmscan --cpu 10 --domtblout PFAM_filtered.out -E 0.001 --domE
0.001 Pfam-A.hmm transcritos.fasta > pfam_filtered.log

Apos a identificagdo dos potenciais INcCRNAs, a analise de expressao diferen-
cial e a caracterizagao dos transcritos podem ser realizadas com software R.

A analise de expressao génica pode ser feita pelo DESeq2, edgeR ou limma,
que sao pacotes do Bioconductor para analise de expressao diferencial, que
recebem como entrada uma matriz de contagens de leitura.

O script Python prepDE.py, baixado em http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/
dl/prepDE.py, usa a férmula reads_per_transcript = cobertura * transcript_
len / read_len para determinar a contagem. E usado para extrair essas in-
formagdes de contagem de leituras diretamente dos arquivos gerados por
StringTie (executado com o parametro -e). Execute-o, especificando o se-
guinte parametro:

“‘bash“‘
$ python3 prepDE.py -i dados.txt

A saida do predDE.py gera dois arquivos CSV, que contém as matrizes de
contagem para genes e transcricbes. Posteriormente, realize a analise de
expresséo diferencial.

Consideracoes finais

Os papéis regulatérios dos IncRNAs ainda n&o foram totalmente explorados.
E extremamente importante entender como funcionam as ferramentas de
bioinformatica para identifica-los. Aqui, descrevemos um material em por-
tugués com o passo a passo para a identificagdo dos potenciais IncRNAs,
com intuito de facilitar e maximizar a realizagdo dessas analises e, assim,


http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/dl/prepDE.py
http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/dl/prepDE.py
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aumentar a base de dados e o conhecimento em relagdo ao funcionamento
dos mesmos.

Desta forma, o objetivo deste documento é fornecer informagbes para as
analises de IncRNAs, em portugués, de forma detalhada e pratica, tendo
como publico alvo estudantes de graduagéao, pods-graduagéo e cientistas que
pretendam utilizar estas abordagens de anadlises de expressao génica em
suinos ou outras espécies de animais. A disponibilizagdo de materiais em
portugués possibilita um aumento na igualdade de acesso a educagao de
qualidade, garantindo uma melhor qualificagéo profissional e permitindo a
aquisicao de habilidades relevantes em analises transcriptémicas. Trabalhos
como este, estédo alinhados a Meta 4.7 do ODS 4, que visa garantir que todos
os alunos adquiram conhecimentos e habilidades necessarias para promover
o desenvolvimento sustentavel, inclusive, entre outros, por meio da educagao
para o desenvolvimento sustentavel. Para isso, sdo apresentadas as etapas
para realizacéo dessa analise e as ferramentas empregadas em cada uma
dessas etapas.
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