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1 - First-generation 
sequencing

SANGER

• 1977

• Fragmentos de 500-900bp

• Custo alto por bp

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



2 - Second-generation 
Sequencing (NGS)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 

• Conhecido também como Sequenciamento de Alta Performance

• Fragmentos de 50-300 bp

• Custo baixo por bp

• Automático

• Processamento paralelo massivo de fragmentos de DNA

• Sequenciamento em dias

ILLUMINA

PIROSEQUENCIAMENTO

ION TORRENT



3. Third-generation 
Sequencing 

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 

• Sequenciamento de fragmentos longos

• Não é preciso fazer PCR da amostra

• ~12kb  - ~2Mb

• É necessário pouca amostra

• Baixo - moderado custo por bp

• Sequenciamento em horas

OXFORD NANOPORE

PACIFIC BIOSCIENCES

IBM'S DNA TRANSISTOR
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Sequenciamento Leituras curtas 

Construção dos contigs Alinhamento dos Contigs 
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ESTRATEGIAS PARA MONTAGEM COM SHORT READS

(Hugo., 2014)
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PROGRAMAS DE MONTAGEM DE SHORT READS

SGAABySS

ALLPATHS

Edena

SHARCGS

SHORTY

PLATAFORMA ONLINE PARA MONTAGEM DE GENOMAS

GALAXY
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Correção de errosMontagem das read 
corrigidas

Leituras longasSequenciamento 

Polir os contigs

Auto mapeamento

ESTRATEGIAS PARA MONTAGEM COM LONG READS
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ESTRATEGIAS PARA MONTAGEM COM LONG READS

Zhang et al., 
2021
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PROGRAMAS DE MONTAGEM DE LONG READS

HINGECANU

FALCON

HGAP

MINIMAP

TULIP

COM CORREÇÃO DE ERROS SEM CORREÇÃO DE ERROS
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PROGRAMAS DE MONTAGEM DE LONG READS

Frame-ProBWA-MEM

minialign/minimap

BBMap/BBTools

MINIMAP

TULIP

PLATAFORMA ONLINE PARA MONTAGEM DE GENOMAS

GALAXY

PARA MAPEAMENTOS PARA CORREÇÃO DE ERROS
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PROGRAMAS DE MONTAGEM DE LONG READS

POLIMENTO DE SEQUENCIAS

Nanopolish

Racon

Pilon
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Ter uma sequencia única 
consesus 

Correção de erros e 
polimento

Avaliação da qualidade da 
read e filtrar

PacBio ou ONT 
sequenciamento 

Avaliação

Montagem

RECOMENDAÇÃO DE PIPELINE

Montagem 
subcromossomático de 

scaffolding

Mapeamento em nível 
cromossomático

Anotação
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ESTRATEGIAS PARA MONTAGEM HIBRIDAS 

Unicycler Racon

• Cobertura completa e contiguidade

• Illumina + PacBio

• Útil para genomas de plantas poliploide

• Correção de erros

• Melhoria na estrutura do genoma

Wang et al., 
2012
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BIOINFORMÁTICA

DN

A

RN

A

Proteína

Esses dados são armazenados em formatos 
digitais
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TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

FASTA

• Descrito no final dos anos 80;

• Com o tempo evoluiu por consenso;

• Difícil de lidar com linhas longas 

sem quebra de linha;

• Formato utilizado em genomas de 

referência.
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TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

Arquivo 

FASTA
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TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

FASTQ
• Contém sequências + pontuações de 

qualidade;

• Formato de dados perpetuado e 

amplamente aceito;

• Possui variantes:

1. Sanger standard: fastq-sanger;

2. Solexa/Illumina: fastq-solexa;

3. Illumina 1.3+: fastq-illumina
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TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

FASTQ
(1) Contém a informação do 

identificador da sequência 

iniciando com “@”; 

(2) Contém a informação da 

sequência de bases; 

(3) A linha iniciada por 

“+” indica o fim da 

sequência de bases e o 

início das informações de 

qualidade na próxima linha.



Fastq
• Formato padrão nas pipelines de montagem de genomas de novo.

• Usado em análises de bioinformática, como controle de qualidade 

(FastQC).

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



Fastq • Formato padrão nas pipelines de montagem de genomas de novo.

• Usado em análises de bioinformática, como controle de qualidade 

(FastQC).

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



O QUE É?

 O arquivo .BED é um formato simples e flexível que representa regiões 

genômicas. 

Delimita intervalos ou segmentos no genoma.

ESTRUTURA DO ARQUIVO BED

Cada linha do arquivo .BED tem, no mínimo, três colunas:

1. Nome do cromossomo (ex.: chr1, chrX).

2. Início da região (posição inicial no cromossomo, 0-based).

3. Fim da região (posição final no cromossomo, 1-based).

BED

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



CONTEÚDO DO ARQUIVO:

Contém informações sobre as anotações em dados genômicos, 

especificamente onde inicia e onde termina uma característica ou 

uma região específica de DNA.

BED

USOS:

Utilizado para delimitar regiões de interesse no genoma, como 

exons, genes, regiões promotoras, hotspots de mutação, etc.

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



BED

• O formato pode conter colunas adicionais que armazenam outras 

informações, como o nome da região, escore de confiança ou a orientação 

da sequência (+ ou -).

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



VCF

 O VCF é um formato de arquivo que armazena informações sobre 

variantes genéticas identificadas em um organismo, como 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) e outras variantes.

O QUE É?

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



VCF

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS:

• Variantes SNPs: O VCF é frequentemente utilizado 

para representar variantes SNP, mas também pode 

incluir indels (inserções e deleções) e outros tipos de 

variantes genéticas;

• Versionado: O formato VCF é versionado, 

permitindo a inclusão de metadados e definições que 

especificam a versão do formato e os parâmetros 

utilizados na chamada de variantes;

• Comparação ao Genoma de Referência: Cada 

variante no arquivo é geralmente apresentada em 

relação a um genoma de referência, o que permite 

identificar a posição e o tipo da variante em 

comparação ao genoma padrão;

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



VCF

O VCF é amplamente utilizado em estudos genômicos e pesquisas de 

associação genômica (GWAS), facilitando a análise e comparação de variantes 

entre indivíduos e populações.

(1) Cabeçalho de metadados, (2) Cabeçalho e (3) Linhas contendo os dados e suas devidas 

anotações.

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



FAST5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

O FAST5 é um formato de arquivo hierárquico usado para 

armazenar dados gerados por sequenciadores de nanopore, como os 

da Oxford Nanopore Technologies.

O QUE É?



FAST5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS ESTRUTURA DO ARQUIVO VCF:

• Hierárquico: Permitindo a organização eficiente de dados 

em diferentes níveis, como informações de sequência, 

qualidade e metadados associados.

• Esquema Específico: Baseado no formato HDF5 

(Hierarchical Data Format version 5), que é otimizado para 

o armazenamento e gerenciamento de grandes volumes de 

dados.

• Armazenamento de Grandes Dados: É projetado para 

lidar com grandes conjuntos de dados gerados durante o 

sequenciamento, incluindo informações detalhadas sobre 

as leituras e os sinais elétricos coletados pelo 

sequenciador.

• Biblioteca Exclusiva: O formato FAST5 é exclusivo para 

Nanopore e, por isso, não é amplamente utilizado fora 

desse contexto.



FAST5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

Em um diagrama hierárquico, seria algo assim:

Essa estrutura facilita o armazenamento de diferentes tipos de dados de maneira eficiente, mas também 

pode ser complexa para processamento, por isso a análise de arquivos FAST5 às vezes pode ser lenta



FAST5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

Nesta fase, o arquivo FAST5 tem apenas 

um conjunto de dados que é o conjunto 

de dados "Sinal".
Vários arquivos de log para as diferentes 

análises e ainda contém o conjunto de dados 

de sinal bruto.



FAST5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

A partir do sinal bruto, é possível listar todos os grupos recursivamente.



FAST5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

E obter todos os dados e metadados para um determinado grupo



SLOW5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

O SLOW5 é um formato desenvolvido para ser uma alternativa 

otimizada ao formato FAST5, criado para resolver alguns dos 

problemas de desempenho e armazenamento encontrados no 

FAST5.

O QUE É?



SLOW5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

• Baseado no FAST5: Criado a partir do formato FAST5, codificando 

todas as informações presentes no FAST5, como os sinais brutos e 

metadados gerados pelo sequenciamento de nanopore.

• Desempenho e Eficiência: Foi projetado para ser mais rápido e 

eficiente em termos de espaço e desempenho de leitura/escrita, com 

objetivo de processar grandes volumes de dados de forma mais ágil.

• Não Depende de Biblioteca Exclusiva: Diferente do FAST5, que 

depende de bibliotecas específicas (como HDF5) para leitura e escrita 

de dados, o SLOW5 não depende de uma biblioteca única, o que o 

torna mais acessível e fácil de integrar em diferentes pipelines de 

bioinformática.



SLOW5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

o SLOW5 se organiza de forma tabular e plana, sendo mais rápido para leitura e 

processamento.

Se fosse exibido em forma de tabela, os dados do SLOW5 poderiam ser organizados 

dessa forma.



BLOW5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

O BLOW5 é um formato de dados binário que evolui do SLOW5, 

projetado para otimizar o armazenamento e o processamento de 

dados de sequenciamento de alta densidade, especialmente para 

sequenciamento de nanoporos.

O QUE É?



BLOW5

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

• Codificação Binária: Armazena dados em formato binário, 

semelhante ao SLOW5, proporcionando eficiência em espaço e 

desempenho.

• Alocação de Espaço Eficiente: Otimiza o uso de espaço ao reduzir a 

redundância de metadados, facilitando o acesso e o processamento 

de dados em grandes volumes.

• Desempenho Aprimorado: Projetado para alta performance, 

especialmente em ambientes de análise paralela, melhorando a 

velocidade e a eficiência das análises.



SAM

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

O SAM é um formato de arquivo amplamente utilizado para 

armazenar informações de alinhamento de leituras de 

sequenciamento contra uma sequência de referência genômica.

O QUE É?



SAM

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

• Mapeamento de Leituras: Realiza um mapeamento 

eficiente de leituras curtas ou longas contra grandes 

sequências de referência, como o genoma de um 

organismo.

• Alinhamentos: Armazena alinhamentos de leitura, 

incluindo informações detalhadas sobre a posição de 

cada leitura no genoma de referência, se ela se alinha 

perfeitamente ou contém indels (inserções ou 

deleções).

• Escala de Conjuntos Grandes: É projetado para lidar 

com grandes conjuntos de alinhamentos, com 

capacidade de armazenar dados de sequências de 

1.011 pares de bases (ou mais).



SAM

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

É um formato de texto simples, projetado para ser eficiente em termos de espaço e de fácil leitura, facilitando a análise de 

grandes volumes de dados genômicos.

Um exemplo anotado do formato SAM

 O resultado do alinhamento representado no formato SAM.



BAM

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS

O BAM é o formato binário do SAM (Sequence Alignment/Map), criado 

para representar de forma mais eficiente os dados de alinhamento. Ele 

armazena exatamente as mesmas informações que o SAM, mas em um 

formato comprimido e otimizado.

O QUE É?



BAM

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS
PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

• Representação Binária: O BAM converte o conteúdo de um 

arquivo SAM, permitindo economizar espaço de armazenamento 

e aumentar a eficiência durante a leitura e gravação de dados.

• Mesmas Informações que o SAM: Todas as informações, como os 

nomes das leituras, posições no genoma, mapeamentos e 

pontuações de qualidade, são mantidas exatamente no formato 

BAM.

• Compactação:Com o formato BAM é possível uma redução 

significativa no tamanho do arquivo, especialmente para grandes 

conjuntos de dados de sequenciamento.



BAM

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS
PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

• Representação Binária: O BAM converte o 

conteúdo de um arquivo SAM, permitindo 

economizar espaço de armazenamento e 

aumentar a eficiência durante a leitura e 

gravação de dados.

• Mesmas Informações que o SAM: Todas as 

informações, como os nomes das leituras, 

posições no genoma, mapeamentos e 

pontuações de qualidade, são mantidas 

exatamente no formato BAM.

• Compactação:Com o formato BAM é possível 

uma redução significativa no tamanho do 

arquivo, especialmente para grandes conjuntos 

de dados de sequenciamento.



 Após o mapeamento dos reads (FASTQ);

Contra o genoma de referência (FASTA); 

E identificação das regiões específicas (BED); 

No mapeamento (SAM/BAM),

 

É possível obter as variantes nestas regiões (VCF).

TIPOS DE ARQUIVOS  GERADOS



AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Garantindo que os dados sejam adequados para análises posteriores, como anotações funcionais e estudos evolutivos.



BASE ACCURACY

AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Refere-se à precisão da sequência em nível de nucleotídeos, ou 

seja, a capacidade de um método de sequenciamento de 

identificar corretamente as bases (A, T, C, G) em uma montagem 

genômica.



BASE ACCURACY

AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Refere-se à precisão da sequência em nível de nucleotídeos, ou 

seja, a capacidade de um método de sequenciamento de 

identificar corretamente as bases (A, T, C, G) em uma montagem 

genômica.

CONTINUITY
Avalia se as sequências montadas estão conectadas de maneira 

adequada, ou seja, se as contigs (fragmentos contíguos de DNA) ou 

scaffolds (conjuntos de contigs interligados) formam uma sequência 

contínua sem lacunas significativas.



AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

QUAST v.5.0.2

Fornece métricas como tamanho total da montagem, tamanho do 

contig/scaffold maior, número de contigs/scaffolds, é N50 entre 

outros.



AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

QUAST v.5.0.2

Merqury  v.5.0.2
Gráficos de espectro de montagem Merqury para avaliar a completude k-mer.

Fornece métricas como tamanho total da montagem, tamanho do 

contig/scaffold maior, número de contigs/scaffolds, é N50 entre 

outros.

Realiza a avaliação de completude e estatísticas de espectro de kmers e 

faseamento;



AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

PRECISÃO ESTRUTURAL

Avalia se as sequências montadas estão conectadas de maneira 

adequada, ou seja, se as contigs (fragmentos contíguos de DNA) ou 

scaffolds (conjuntos de contigs interligados) formam uma sequência 

contínua sem lacunas significativas.



PRECISÃO ESTRUTURAL

AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Avalia se as sequências montadas estão conectadas de maneira 

adequada, ou seja, se as contigs (fragmentos contíguos de DNA) ou 

scaffolds (conjuntos de contigs interligados) formam uma sequência 

contínua sem lacunas significativas.

Rhie, A., McCarthy, S.A., Fedrigo, O. et al. Towards complete and error-free genome assemblies of all vertebrate species. Nature 592, 737–746 (2021). 

https://doi.org/10.1038/s41586-021-03451-0



PRECISÃO ESTRUTURAL

Avalia a precisão de uma 

montagem do genoma usando 

leituras de extremidade 

mapeadas, sem o uso de um 

genoma de referência para 

comparação.

AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Avalia se as sequências montadas estão conectadas de maneira 

adequada, ou seja, se as contigs (fragmentos contíguos de DNA) ou 

scaffolds (conjuntos de contigs interligados) formam uma sequência 

contínua sem lacunas significativas.

Rhie, A., McCarthy, S.A., Fedrigo, O. et al. Towards complete and error-free genome assemblies of all vertebrate species. Nature 592, 737–746 (2021). 

https://doi.org/10.1038/s41586-021-03451-0



COMPLETUDE FUNCIONAL

AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Avaliação da presença e funcionalidade de genes e elementos 

essenciais na montagem do genoma.



COMPLETUDE FUNCIONAL

1. IDENTIFICAÇÃO DE GENES;

2. COMPARAÇÃO COM GENOMAS 

DE REFERÊNCIA;

AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Avaliação da presença e funcionalidade de genes e elementos 

essenciais na montagem do genoma.

PRINCIPAIS ASPECTOS:



COMPLETUDE FUNCIONAL

1. IDENTIFICAÇÃO DE GENES;

2. COMPARAÇÃO COM GENOMAS 

DE REFERÊNCIA;

Avalia a qualidade das anotações do genoma e a integridade 

das montagens do genoma e fornece medidas quantitativas 

para avaliar a integridade do gene em termos de genes 

esperados encontrados em um conjunto de dados.

AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Avaliação da presença e funcionalidade de genes e elementos 

essenciais na montagem do genoma.

PRINCIPAIS ASPECTOS:



AVALIAÇÃO DE MONTAGENS



AVALIAÇÃO DE MONTAGENS



AVALIAÇÃO DE MONTAGENS

Compleasm v0.2.6



MONTAGEM DE GENOMA 

USANDO A 

PLATAFORMA GALAXY



Upload dos arquivos na Plataforma Galaxy

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Controle de qualidade das sequências na Plataforma 

Galaxy

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Controle de qualidade das sequências na Plataforma 

Galaxy

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 

Short reads Long reads



Controle de qualidade das sequências na Plataforma 

Galaxy

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Controle de qualidade das sequências na Plataforma Galaxy 

(fastQC)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Controle de qualidade das sequências na Plataforma Galaxy 

(fastQC)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Controle de qualidade das sequências na Plataforma Galaxy 

(fastQC)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Montagem de genomas com dados de long reads no Galaxy (Flye)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Montagem de genomas com dados de long reads no Galaxy (Flye)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Montagem de genomas com dados de short reads no Galaxy (Spadesd)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Montagem de genomas com dados híbridos  (short and long reads) no Galaxy 

(Unicycler)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



Qualidade e completude da montagem no Galaxy (QUAST)

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 



• Montagem de genomas com short 
Reads (Ex: Illumina)

1. FastQC.
2. Trim Galore 
3. SPAdes: 
4. Velvet: 
5. QUAST:
6. BUSCO:

• Montagem de Genomas com Long Reads 
(Ex: PacBio, Oxford Nanopore) 

1. NanoPlot: 
2. Filtlong: 
3. Canu ou Flye: 
4. Pilon: 
5. QUAST e BUSCO

• Montagem híbrida (Short + Long 
Reads) 

1. FastQC (para short reads) e 
NanoPlot (para long reads)

2. Trim Galoree Filtlong
3. SPAdes (Modo Híbrido): 
4. Unicycler: 
5. Pilon 
6. QUAST e BUSCO.

TIPO DE LEITURA Pré-processamento Montagem Principal Correção de Erros Avaliação

Short Reads FastQC, Trim Galore! SPAdes, Velvet - QUAST, BUSCO

Long Reads NanoPlot, Filtlong Canu, Flye Pilon QUAST, BUSCO

Montagem Híbrida
FastQC, NanoPlot, 
Trim Galore!, 
Filtlong

SPAdes (Híbrido), 
Unicycler, MaSuRCA

Pilon QUAST, BUSCO

Estratégias para a montagem de genomas de novo, tipos de dados. Avaliação de montagens 
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