
Tutorial - RNAseq 

Objetivo:  Aplicar um pipeline computacional para analisar dados de expressão 

gênica global (transcritoma). 

 

 

•Alinhar reads de bibliotecas de RNAseq no genoma 

 

•Visualizar reads alinhados no genoma  

 

•Identificar genes com expressão significativamente alterada em um grupo de 

amostras  

 

• avaliar a importância do uso de réplicas em estudos de expressão gênica 

 

 



Criar conta no servidor Galaxy-Europa para executar o 
tutorial:  

https://usegalaxy.eu/ 



https://melbournebioinformatics.github.io/MelBioInf_docs/tutorials/
rna_seq_dge_basic/rna_seq_basic_tutorial/ 

Link para o tutorial 
RNA-Seq Differential Gene Expression: Basic 

Fazer passos das sessões 1 a 6  



Estudo original onde foram gerados os dados usados no tutorial 







   Tutorial (RNAseq  Basic): executar sequencia de programas (“pipeline”) para identificar 

genes com expressão alterada com hipergravidade 

 
1) Mapeamento de reads de bibliotecas de RNA-Seq 

2) Obter a contagem de de reads em cada gene 

3) Comparar a expressão gênica entre 2 condições experimentais: D.melanogaster exposta a gravidade 

terrestre (G1) ou hipergravidade (G3), 3 réplicas de cada condição   

•  HISAT2 
alinhamento de 
sequencias no 
genoma 

•  HTseq 
contagem dos 
reads alinhados 

•   DESeq2 (Galaxy) 
    Limma, EdgeR (Degustus) 
 
Identificação de genes com 

expressão diferencial: 
 



Importante: 
algumas informações e links no protocolo online estão desatualizados. Considerar as 
atualizações abaixo ao executar o tutorial 

https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_01_R1.fastq 

https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_01_R2.fastq  

https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_02_R1.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_02_R2.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_03_R1.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_03_R2.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/WT_01_R1.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/WT_01_R2.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/WT_02_R1.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/WT_02_R2.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/WT_03_R1.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/WT_03_R2.fastq    

https://zenodo.org/record/1409427/files/ensembl_dm3.chr4.gtf 

 

 

2) Renomear arquivos: 

 

WT para G1 

KO para G3 

1) Para obter os dados de RNAseq (formato *.fastq), copie e cole os links dos 

arquivos mostrados abaixo usando a ferramenta “Upload Data” do Galaxy 

https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_01_R1.fastq
https://zenodo.org/record/1409427/files/KO_01_R2.fastq
https://zenodo.org/record/1409427/files/ensembl_dm3.chr4.gtf


Prestar atenção nos parâmetros dos programas e na estrutura de 

dados dos arquivos.  

• Formato dos dados de entrada: FASTQ 

 

Verificar se os arquivos de sequencias (“reads”) únicos (R1) ou 

pareados (“paired-ended”, R1 e R2). Essa informação deve ser 

informada na etapa de alinhamento. 

 

 

 

 

• Formato do arquivo de anotação gênica: GTF 



Tipos de arquivos de dados usados nas análises 

• Fastq 

 

• SAM/BAM 

 
• GTF/GFF 



 
Formato FASTQ 
 Arquivos de saída de sequenciadores, entrada em programas de alinhamento  
 

@SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT 

+ 

!''*((((***+))%%%++)(%%%%).1***-+*''))**55CCF>>>>>>CCCCCCC65  

1. 
2. 
3. 
4. 

1. Caracter “@” seguido de um identificador único da sequência nucleotídica 
2. Sequencia de bases obtidas a partir do sequenciamento 
3. Caracter “+” seguido do identificador único da sequência (opcional) 
4. Qualidade associada a cada base em ASCII 

Cada sequencia é representada por 4 linhas no arquivo de entrada: 



Formato SAM : Sequence Alignment/Map format 
 - Arquivo de saida dos alinhadores. Contem as informações referentes ao alinhamento dos 
reads na sequencia de referência (genoma ou transcritoma)  
- O formato BAM é uma versão binária (comprimida) do formato  SAM 

http://samtools.sourceforge.net/SAMv1.pdf 

http://samtools.sourceforge.net/SAMv1.pdf


Formato GTF (Gene Tranfer Format)/GFF (General Featura Format) 
 
Usados para representar as coordenadas genômicas dos genes anotados no 
organismo 

1. cromossomo 
2. programa ou fonte de dados 
3. anotação 
4.  coordenada inicial no genoma 
5.   coordenada final no genoma 
6.   score 
7.  fita 
8. Fase de leitura 
9.  Atributos (separados por virgula) 

Arquivo com 9 campos (colunas) que lista anotações de genes mapeados no 
genoma  





• As informações para uso do IGV estão desatualizadas no tutorial. 
• Para visualizar os dados utilizando o browser IGV, utilize a versão online do programa 

(https://igv.org/app/).  Os arquivos *.bam com os alinhamentos precisam ser 
baixados localmente no seu computador e carregados  no IGV 

• Pode usar a visualização no Jbrowse,do Galaxy como alternativa 

https://igv.org/app/


Visualização dos reads alinhados no genoma no Jbrowse (Galaxy) 



Integrative Genome Viewer 

https://igv.org/app/ 





Visualização de reads alinhados no genoma (IGV) 



Visualização de reads alinhados no genoma (IGV) 

Expressão relativa de  variantes de splicing  em amostras/tecidos distintos 





Section 4 – Quantification 
 
“3. Generate a count matrix”. 

Para gerar a matriz de contagem, no painél 
da esquerda, selecione a ferramenta: 
“Column join on multiple datasets”.  
 

 
Selecione os  arquivos com as contagens de 
reads em cada amostra (G1 ou G3, 3 
réplicas cada) obtidas com o HTSeq 
 
Baixar  a matriz e contagem gerada e  
Carregar na ferramenta “Degust”: 
https://degust.erc.monash.edu/ 

https://degust.erc.monash.edu/


Analise de expressão diferencial 

 

 

Controle de qualidade com metodos não supervisionados (ex. PCA) 

 

Aplicar métodos de visualização e analise estatística de dados para Identificar 

genes com expressão (abundancia) alterada entre condições. 

 

Ex. gravidade normal (G1) vs. hipergravidade (G3) 



- Salvar localmente a matriz de contagem 

- Carregar o arquivo em https://degust.erc.monash.edu/, e  selecionar as 
replicas de cada condição  

https://degust.erc.monash.edu/




Saida do DESeq2 

Análise de Componentes Principais 
 
 

Técnica de redução de dimensionalidade dos dados de expressão gênica. 
A expressão de todos os genes detectados (N vetores) é projetada em nas duas dimensões que 
melhor representam a variabilidade dos dados (PC1 e PC2, eixos X e y) . 



DESEq2: Correlação entre expressão gênica 
nas amostras 



Precisão da medida da expressão gênica 
proporcional a contagem de reads 



Gráficos M (log da razão entre a expressão nas duas condições) vs. A 
(intensidade média da expressão nas amostras) 



Distribuição de valores de significância (p-valor) para a 

diferença de expressão de genes entre grupos teste e controle 



Tutorial avançado 



Instruções para confecção do relatório: 
• Descrever sucintamente os passos realizados em cada etapa do tutorial , indicando: o 

objetivo da etapa de análise, o tipo de dado de entrada, o tipo de dado de saída. 

• Responder as perguntas abaixo. Podem usar nas respostas as imagens geradas na analise. 

• O relatório deve ser entregue através do e-disciplinas. 

 

1. A partir da inspeção do alinhamento dos reads no genoma usando o IGV ou JBrowse, 
selecione um gene com evidencia de splicing alternativo. Faça um print da imagem e 
explique porque selecionou esse gene. 

2. Quantos genes diferencialmente expressos (DEGs) foram encontrados nas moscas 
submetidas a hipergravidade (G3) em comparação as mantidas em gravidade normal (G1) 
considerando um pvalor ajustado < 0.05 ?  Quantos genes estão aumentados e quantos 
estão diminuídos nas larvas mantidas em hipergravidade? 

3. O número de DEGs é o mesmo usando diferentes métodos estatísticos (Deseq2, Limma, 
EdgeR) ? Existe sobreposição entre as listas de genes? 

4. Quantos genes se mantem significativamente alterados se a análise for realizada utilizando 
apenas 2 replicas experimentais de cada condição (escolha duas replicas ao acaso) ?  

5. Compare os gráficos das analises geradas pelo programa DEseq2 usando 3 replicas ou 2 
replicas em cada grupo. O que se observa em relação a distribuição dos pvalores 
encontrados para a expressão diferencial dos genes entre as duas condições?   


