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e £ oconjunto de todas as moléculas transcritas em uma célula, tecido, 6rgao ou organismo em
um determinado momento, sob condi¢oes especificas.

e Sua andlise se concentra no sequenciamento de moléculas de mMRNA e outros RNAs reguladores.

e Estdrelacionado com a regulacdo da expressao génica e a influéncia de fatores ambientais
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0 QUE E A TRANUISCRIPTOMICA?

Sample of interest Total RNA extraction and Fragment, reverse transcribe,
target enrichment ligate adapters, amplify
_— T em cDNA
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A IMPORTANICIA DA TRAMNISCRIPTOMICA

Analise, quantificacao e

comparacao da
expressao genica

e Diferentes condicoes

e Diferentes partes do mesmo
organismo

e Diferentes estagios de
desenvolvimento

Reconhecimento de genes candidatos a edicdo génica

Reconhecimento de introns e exons

Anotacao funcional de genomas



AIMPORTANCIA DA TRANSCRIPTOMICA

Home > Plant Molecular Biology > Article

Transcriptome profiling of Vitis amurensis,

an extremely cold-tolerant Chinese wild

Vitis species, reveals candidate genes and

events that potentially connected to cold Plant Molecular Biology
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Published: 05 September 2014 Submit manuscript >
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IMPORTANCIA DA TRANUSCRIPTOMICA

» Front Vet Sci. 2021 Jul 5:8:677045. doi: 10.3389/fvets.2021.677045 A

Genes expressos em diferentes
estdgios de desenvolvimento do
verme Taenia multiceps, parasita
de humanos e caprinos

Comparative Transcriptome Analyses of the Developmental Stages of
Taenia multiceps

Wen-Hui Li %', Yang Yang ?, Nian-Zhang Zhang !, Jian-Kui Wang 3, Yin-Ju Liu %, Li Li !, Hong-Bin Yan !, Wan-Zhong

Jia !, Baoquan Fu %%
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sugarcane growth rate

Original Article | Published: 29 October 2024 Planta

Volume 260, article number 128, (2024) Cite this article
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IMPORTAMNCIA: ATUOTACAO FUNICIOMNAL

Genome )
Scaffolds/contigs modeling/masking

Sequencing

External evidences

!
_ Transcriptomica tem
Transcriptome .
— um papel importante
como evidéncia que
auxilia predicao de
genes e anotacdo dos
| genomas em geral

tRNA-SE
tRNA

Annotation

Protein coding
genes

" results R

Functional Annotation Pfam
Gene Ontology Domain search

External evidences
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IMPORTAMNCIA: ATUOTACAO FUNICIOMNAL

A expressao géenica sendo distinta sob diferentes condicoes permite que o
transcriptoma elucide fungoes de genes que ainda nao sao bem conhecidos,
portanto sendo uma parte fundamentel da anotacao funcional

(SLOZ) '|° 43 |||21u4pd



TECNOLOGIAS E APLICACOES

PRIMEIRA GERACAO

Foram marcos historicos e
desempenharam papéis

EST - Expressed Sequence Tags

importantes na compreensao
dos perfis de expressao génica

profundidade de cobertura, tempo e

custo;

e Sanger e suas limitacoes em relagao a .
%\. SAGE - Serial Analysis of Gene Expression

e Fragmentos muito curtos do genoma;

sequenciamento de transcriptoma e
descoberta de genes;

e Aplicacoes em projetos iniciais de :
‘%\; Microarray

10



EXPRESSED SEQUENCE TAGS (ESTS)

e SOo leituras de passagem UOnica de
aproximadamente 200-800 pb gerados
a partir de clones de cDNA selecionados

aleatoriamente

e Ndo existem no genoma;

e Inicio da década de 1980 (Putney
et al., 1983);

e Sequéncias obitdas a partir de
porcoes codificantes do genoma;

retrotransposons

Protein-coding
genes 2%

SIMNESs
13%:

LTH __Misc. unique
Sequences

12%

8%

DNA transposons _— \_ Misc
3%, | | Segmental Heterochromatin
= duplications 5% 8% 11



EXPRESSED SEQUENCE TAGS (ESTS)

(A) .

N N aanaaa
(B) g

W N/ N s o

(E)

" RNA poli-A+ (mRNA)

~— Clonagem em vetores

aggtagatggcga aggtagATGGCGA ).9:9.8.0.8.0.0.0.0.(0e.

tagggctaggatg TAGGGCTAGGATG I:l[> TAGGGCTAGGEATG |:> (() I
tgaggattaaacc TGAGGATTARAMCC TEAGGATTAARKY » ) r\ C B [
gaggatggatagg GAGGATggatagg §8.0.8.0.0.0.0.0.85.0.5.0.4

CEATAGGGCTAGGA-----—--~
CGATAGGG---GGATGTGAG--
——————— GCTAGGATGTGAGGA
CGATAGGGCTAGGATGTGAGGA

Parkinson & 1
Blaxter (2009)



SAGE (SERIAL ANIALYSIS OF GEMNUE

EXPRESSION]

Se baseia no conceito de que uma pequena
sequéncia de oligonucleotideos, com cercade 9 a
10 bases, pode identificar exclusivamente um
gene;

Permite analisar os genes que estao sendo
expressos em uma célula em diferentes
condicoes; Comparacoes de perfis de expressao
génica;

Andlise quantitativa da expressdo génica em
amostras especificas;

Possui uma série de limitagoes.

Reverse transcription
ds-cDNA

Digestion

'‘Tag' fragments

Ligation

In vitro

Concatenated tags

Sanger sequencing

Concatenated tag sequences

Tag deconvolution

In silico

Tag counting

Lowe et al., (2017)

b X X b X ) b X ) x X A X X

34231422421241224212412314

GO AT T AT ACTOC DA T G =D a0 T Gl T A T O G008 T 0T AR D DSC0ST AT T OCA DO, AR A A DG

L

Tag 1234
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Isolamento e ancoragem do mRNA;
Corte com enzima de ancoragem (AE);

Divisdto e ligacdo aos

(Linkers):

Corte com enzima de marcacdo (TE);

Ligagao e amplificagdo com primers A e B;

Ditags e concatenamento;

Isolamento, concatenamento e clonagem;

Sequenciamento e andlise bioinformatica.

Yang & Weigel (2001)

adaptadores

AAAAA
TITTT =
AAMAAA
TITTIT-®

AAAAA
TITIT @

\ Cleave with anchoring enzyme (AE)

Bind to streptavidin beads

—_— AAAAA

GTAC TITTT
—— AAAAA
GTAC TTTITT
AAAAA
GTAC TTTTT
/ Divide in half \
Ligate to linkers (A + B)
A CATG AAAAA B CATG AAAAA
GTAC TTTTT GTAC TITTT
A CATG AAAAA B CATG AAAAA
GTAC TTTTT: GTAC TITTT:
A CATG AAAAA B CATG AAAAA
GTAC TTITTT GTAC TTITTT
Cleave with tagging enzyme (TE)
Blunt end
Pri - GGATGCATGXXXXXXXXX - - GGATGCATGOO0000000
MEr A | o CTACGTACXXXXXXXXX iMers | ~cTACGTACO00000000
L1 L ] L] 4 ] L] L]
TE AE Tag TE AE Tag
Ligate and amplify with
primers A and B
brimer A | GGATGCATGXXXXXXXXXOOOO0O00OCATGCATCC = =
CCTACGTACXXXXXXXXXO00000000GTACGTAGG| T MMer

*—Ditag—*

Cleave with anchoring enzyme

Concatenate and clone

l Isolate ditags

CATGXXXXXXXXXOO0O0O000000CATGX X XXXXXXXO00000000CATG

GTACKXXXXXXXXOO00000000GTACK X XXX XXXX000000000GTAC

*E’ *—Tag1— *~—Tag2—* “‘E”‘—T:aug:’.‘.—’L *—Taga— *E*
*  Ditag—* “  Ditag——*
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MICROARRAY

e SO0 I|dminas de vidro nas qQuais
segmentos de fita-Onica (sondas) sdo
fixados e imobilizados de forma ordenada

. - P Healthy cell Pathological cell

e em Greas especificas (célula de sonda); .
DNA Microarray
. celltypes . . Not present in cells O In normal cells only
e Na lamina, cada célula de sonda contém l () presentinboth cells () Inpathological cels iy
milhdes de cédpias de um determinado aEe Cutture e
transcrito, ou um segmento génico em 1
particular; AAA ANAN o AAN AAN
AN NANN RNA isolation AN AN

l

VaVaVa lWaVvaVs® Reverse transcription VaVaV: IPAYAYS
VaVaVa WWaVaVa and fluorescent tagging VaVaVe WaYaYs

0000000 l

Hybridization
onto microarray

15



MICROARRAY

Diversas aplicacoes na biologia molecular e medicina

Mvuitos estudos foram usados para identificar assinaturas de
expressdo génica associadas a diferentes tipos de cdncer,
como o cancer de mama;

e Investigar a expressao génica em doengas como Alzheimer e
Parkinson;

e Resposta de plantas a estresse abidtico, como seca,
salinidade e temperatura extrema;

Limitagoes

e Dependéncia de sondas conhecidas;
e Sensibilidade limitado;

e Ruido e variabilidade;

International Journal of f\
Molecular Sciences M D\Py
Review

Current Achievements and Applications of Transcriptomics in
Personalized Cancer Medicine

Stanislaw Supplitt I-*, Pawel Karpinski 12(", Maria Sasiadek ! and Izabela Laczmanska !

MOLECULAR BIOLOGY

MEDICAL
SCIENCE

e-IS5N 1643-3750
© Med Sci Monit, 2020; 26: e919249
DOI: 10.12659/M5M.919249

MONITOR

e eios Microarray Analysis of Differential Gene
uplshed soLe Expression in Alzheimer’s Disease Identifies
Potential Biomarkers with Diagnostic Value

scientific reports

. Cheack for updates
!

OFEN Blood cancer prediction using
leukemia microarray gene data
and hybrid logistic vector trees
model

Vaibhav Rupapara’®, Furqgan Rustam®®, Wajdi Aljedaani®, Hina Fatima Shahzad?,
Ernesto Lee* " & Imran Ashraf®"’ 1 5




TECNOLOGIAS E APLICACOES

SEGUNDA GERACAO

Sequenciamento massivamente paralelo (lllumina). Com isso, o custo do
sequenciamento caiv drasticamente, sendo possivel fazer estudos
transcriptomicos completos, com muito mais profundidade e abrangéncia;

O RNA-seq possibilitou a identificagcao de todos os transcritos em uma amostra,
permitindo uma visao global de como os genes eram expressos e regulados em
diferentes condicoes, como no desenvolvimento de doengas ou em resposta a
tratamentos.

17



TECNOLOGIAS E APLICACOES

RNA-SEQ

e E o processo de sequenciar o RNA de uma amostra biologica;

e Resultados podem ser qualitativos ou quantitativos;
mMRNAS WAVAVAVAV,
VAV V.V RV AVV,V,Vo

e ‘Deteccdo de transcritos em baixa abundancia e diferencas sutis em

. _—_ ~ . . . : Reverse
diferentes condi¢oes; Nao se limita a transcritos conhecidos;

transcription

cDNAs NANANNN
VAVAVAVAV L WAVAVAVAV A

. . . . Next-generation
‘lmpulsionado pelo desenvolvimento das tecnologias high-throughput sequencing

sequencing (2000s) - NGS

‘Primeira descricao em 2006

Frequency
of sequence

reads I

18



Figure 1 Purifying and Fragmenting mRBNA

e ——————— . .
R — o A RNA (enriquecimento de
Holy-A containing mMBNA: pe
{ ified using poly-T :-~.|i;-|.;--;. eads MRNA) e sintese de cONA;
— — —
[ —— —
\ J

Figure 2 Synthesizing First Strand cDNA
4 I

Fragmentos de RNA sao convertidos
M A UG CCAAGUAGCCGCA K . . .
e — em cONA de primeira fita com
Firat strand cDNA franscriptase reversa e primers
aleatorios;

Ny J

Figure 3 Synthesizing Second Strand cDNA
4 N\

e Sintese utilizando DNA
el A U G O C A A G UAC G A I

Second strand cDNA Polymerase | e RNase H 19

lllumina, Inc. (2019). TruSeq Stranded
MRNA - Reference Guide




Figure 4 Adenylating 3' Ends

4 I
__ cDNA Insert Um nucleotideo A & adicionado na
. R O PR p——— A extremidade 3’ de cada fragmenfo,
A TReeRe— """\@ impedindo-os de ligarem entre si;
\_ Y
Figure 5 Ligating Adapters
- N\
r@ A e C G T I C AT ST 3
S A UGCGCCAACUACCA 5'
N RG
N\
Rd1 SP Ligocdo de adaptadores nhas
Index mj@) extremidades; Os adaptadores
preparam o ¢ ONA para hibridizagao
P7 na flow cell;
5' \p5 p_? 3
Index — ¥R
v N\ - | lllumina, Inc. (2019). TruSeq Stranded

P7 P5
- " mRNA - Reference Guide



Figure 6 Enriching DNA Fragments

-

o

P5 P7

s | AC G GCGTTCAT GG T =

U AU U — @

P7 P5

e A LU G C C A A G U A C C &2 |
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—1
2

=)

~

Figure 7 LS Final Library

-

P5 P7

SEN B T A C G G 1TITCAT GG I e

SEE el G G C A A G 1 A C C A T I

J

A segunda fita é extinta durante a amplificagdo. Os
produtos sdo enriquecidos com PCR e purificados
para criar a biblioteca de cONA final;

Biblioteca final

el

llluminag, Inc. (2019). TruSeq Stranded MRNA - Reference Guide



RIUA-SEQ: CONUTRIBUICOES

Diferenciacao das células-tronco
embriondrias de camundongos; (Cloonan et
al. 2008)

AHTICLE D P‘ E N W) Chack for updates

Rastrear mudangos na expressao gené’rica Single-cell RNA sequencing reveals cell heterogeneity and
transcriptome profile of breast cancer lymph node metastasis

dU ra nTe o dese nVO|VimenTO; (MO rTOZOVi eT O'-s Kun Xu'’, Runtian Wang'”, Hui Xie*”, Longfei Hu*’, Cong Wanbg‘*, Jiali Xu', Chengjun Zhu', Yigiu Liu', Fangyan Gao', Xintong Li',

Cenzhu Wang', Jinyi Huang', Wenbin Zhou?, Guohua Zhou(°", Yonggian Shu "™ and Xiaoxiang Guan 165

2 O O 8) © The Author(s) 2021

Fornecer uma "medicao digital" da diferenca
na expressao genética entre diferentes
tecidos; (Mortazavi et al., 2008)




RIUA-SEQ: CONUTRIBUICOES

Available online at www.sciencedirect.com

Current Opinion in

ScienceDirect Insect Science

Short term transcriptional responses of P450s

to phytochemicals in insects and mites R
Marilou Vandenhole, Wannes Dermauw and Gt

Thomas Van Leeuwen

Ecological Genetics and Genomics 28 (2023) 100178

= I: i"‘ 305 AT .;f Contents lists available at ScienceDirect
i _F-\‘L'

.- = oy
£
APl Dt Ae

Ecological Genetics and Genomics

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/egg

Unveiling the possible floral visitors and invisible pollination networks it
from Deep RNA-seq Profile

Bhagya Hathurusinghe ", D.K.N.G. Pushpakumara ‘, Pradeepa C.G. Bandaranayake *



TECNOLOGIAS E APLICACOES

TERCEIRA GERACAO

e PacBio e o Nanopore permitem o sequenciamento de transcritos inteiros em
uma Onica leitura (Long reads);

e Vantajoso para resolver transcritos complexos, como isoformas de splicing
alternativo e genes que sao altamente repetitivos;

e PacBio IsoSeq: leituras de alta precisao e baixa taxa de erros ;
e Capturade transcritos inteiros de uma célula;

e Cada molécula de cDNA é circularizada e sequenciada vdrias vezes para
formar leituras CCS;

e Estudos de expressao diferencial e andlise funcional.



TECNOLOGIAS E APLICACOES

PACBIO: CARACTERIZACAO DE TRANSCRIPTOMAS DE CANCER

Wijeratne et al. BMC Genomics ~ (2024) 25:122 BMC Genomics
https://doi.org/10.1186/512864-024-10021-x

Full-length isoform concatenation a2

sequencing to resolve cancer transcriptome

complexity

Saranga Wijeratne'’, Maria E. Hernandez Gonzalez'", Kelli Roach', Katherine E. Miller'?,  huang et al. Genome Biology ~ (2021) 22:44

Kathleen M. Schieffer**, James R. Fitch', Jeffrey Leonard*®, Peter White'?, Benjamin J. Ke https://doi.org/10.1186/513059-021-02261- Genome B|0|0a/

Catherine E. Cottrell'#?, Elaine R. Mardis"**, Richard K. Wilson'# and Anthony R. Miller”

RESEARCH Open Access

Long-read transcriptome sequencing ®
reveals abundant promoter diversity in o
distinct molecular subtypes of gastric

cancer

Kie Kyon Huang', Jiawen Huang', Jeanie Kar Leng Wu', Minghui Lee', Su Ting Tay', Vikrant Kumar',
Kalpana Ramnarayanan', Nisha Padmanabhan', Chang Xu', Angie Lay Keng Tan', Charlene Chan?,
Dennis Kappei**, Jonathan Goke* and Patrick Tan'***'® 25




UMANUOPORE

ACESSO AO TRANSCRIPTOMA

Sequenciamento de RNA Direto

Sequenciamento de cONA

Full-length polyadenylated RNA

and ligation
100 min

Reverse transcription i

Attachment of
sequencing adapters

15 min

Loading

LR YT EEEE NN VYT,

Primer annealing l’
TITTT —

MW:

TITARTIT lTrTTT!T# T e
-

AAAAMARBRAAAANANNY ————

TETTITTRTRIATIRIAT T == =

100 min

80 min

90 min

Full-length RNA

Primer annealing l/

Reverse transcription l
and strand switching

Digestion of RNA and k
second-strand synthesis

Ligation of l( L S—
sequencing adapters
N R

Loading

Nanopore Tech



https://nanoporetech.com/
https://nanoporetech.com/
https://nanoporetech.com/

PRACBIO

ACESSO AO TRANSCRIPTOMA

From RNA to full-length transcripts

MRNA

AR AR AR EEEEEAAAAAAAAAAAAAAAAA
IR R R R Ry LI TTITTITITITITT]

Oligo-dT primer

Reverse transcription

AR R R A A A S A A AR AR ANAAAR

VAAAAAAADLAAAMA
CCCim NSNS ST T T T T T TTTTT T T T T T T N0 0 00 0 0 O

Template switching

Template switch
oligo (TSO)

TTTTT T T TR NSRS SRS

PCR amplification

(T I I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T L T T T T T T T T I T T I T T T T T T T T T T T T OTT
LLlLLLlI Ll LIl Ll Ll LAl Ll Ll Ll Ll Ll Ll il Ll il llllEllll Il il lllll il

Amplified DNA

DNA damage repair/
end-repair/A-tailing

T R A
. 0 O O O 5 5 O O O

Adapter ligation

T T L L L L T e L L L L L e L e T L e L L e L e et L e L e L L T LT LT L LTI L] uu..n.-'.-'.nﬁf
’_!_—---'-—'—!—!!---'--'!!'--'---'-"!!---'----!'--'--!_'-!'-'!-!_'!"--_!{Q%Q.

ééﬁiitﬁwﬁﬁh
%Q!-_LL"”” SMRTbell 1|brar}"

Sequence on the
Sequel systems

[1lllq 4

PACBIO: LONG-READ RNA SEQUENCING — BEST PRACTICES

e’



MONUTAGEM E ANUOTACAO FUNICIONAL

Duas possibilidades de montagem:

GUIADA POR UM GENOMA DE REFERENCIA
Dependente de um bom genoma de

AR referéncio
Exige menos capacidade computacional

J, l Tem uma maior precisao
Genome-guided assembly De novo assambly
l l
Assembled genesdiranscripts Assembiled ranscripts/conligs DE NOVO
| | Independente de genomas de referéncia

Compare assembly with known

. Exige maior capacidade computacional
T (mais demorado e mais custoso)
Menor precisao e dificuldade com genes
repetitivos




MONUTAGEM E ANUOTACAO FUNICIONAL

[mmm

l

Genome-guided assembly

l

Assembled genesfiranscripts

!

Compare assembly with known
genedtranscripts

Gene Ontology /
KEGG pathway

Functional annotation for protein-coding
and noncoding transcripts

(Blast2GO)

Chen et al. (2017)

Depois &€ necessario separar quais
genes nao estao anotados em bancos
de dados e separar transcritos
protein-coding dos noncoding
utilizando o CPAT

CPAT: Coding-Potential Assessment Tool using an alignment-free logistic
regression model

Liguo Wang 22 Hyun Jung Park 23, Surendra Dasari !, Shengqgin Wang *, Jean-Pierre Kocher ', Wei Li 23

» Authorinformation » Article notes » Copyright and License information

PMCID: PMC3616698 PMID: 23335781

CPAT separa sequéncias codificantes
de nao codificantes analisando
padroes de sequéncias e nucleotideos
qQue sao comuns em transcritos
codificantes



PAMU-TRANUSCRIPTOMA

1. Conceitos 2. Construgao 3. Aplicagoes




1.CONCEITO0S
___DEFIMICAOD

e Nivel mais abrangente de andlise

e Permite realizar comparacoes

e Um individuo pode ndo representar um
grupo inteiro de organismos

e Expressao diferencial

31



EXCLUSIUE

e Centrais

e Acessorios

e Exclusivos



2. FERRAMENTAS

e WOPPER

e JCoast e AGAPE

e EDGAR e SHOE

e Trimmomatic e TaxMapper
e Roary

BHATTI, Attya et al. Pan-transcriptomics and its applications. In: Pan-genomics: Applications,
Challenges, and Future Prospects. Academic Press, 2020. p. 343-356.



BHATTI, Attya et al. Pan-transcriptomics and its applications. In: Pan-genomics:

Applications, Challenges, and Future Prospects. Academic Press, 2020. p. 343-356.

Table 18.1 Prokaryotic data analysis softwares

Software
name

Prokaryotes/
eukaryotes

Data analysis
type

Limitations

References

WoPPER

JCoast

EDGAR

Trimmomatic

Prokaryotes

Prokaryotes

Prokaryotes

Prokaryotes

Prokaryotes

Microarray

RINA

sequencing

RINA

sequencing

RINA

sequencing

RINA

sequencing

Yet, this kind of
examination 1s prescribed
Just for genomes having
in excess of 2000 genes, as
on littler genomes the
smoothing and stage
ventures of WoPPER
would be found on
couple of information
focuses, along these lines
yielding noisy
IMEasurements.

The GenDB framework
underpins the
investgation of
eukaryotic information
too, yet taking care of the
extra data for such
undertakings is not
executed in JCoast right
Now.

Sometimes, score ratio
values (SRV) dispersion
does not demonstrate the
normal bimodal shape.
This 1s for the most part
the case if there is a high
variety inside the
genomes of a class.

[t 1s not easy to run lots of
commands 1n a row or to
run the same command
again.

Laborious to use.

[24]

Table 18.2 Eukaryotic data analysis softwares

Software
name

Prokaryotes/
eukaryotes

Data analysis

Limitations

References

AGAPE

TaxMapper

Eukaryotes

Eukaryotes

Eukaryotes

RINA

sequencing

Microarray

RINA

sequencing

AGAPE should be adjusted to

consider complex gene
models and increasingly
advanced assembly
strategles to explore
genomes wealthy in
redundant sequences.

The current investigative

requests require in excess of
a basic yield of putative
transcription factor binding
sites.

Tool was not planned for

metagenome nvestigations.
It is relied upon to execute
well on protein-coding
locales, yet because of the
protein reference
sequences, the ordered and
functional task will come up
short for noncoding and
Intronic regions.

[29]
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REDES DE CO-EXPRESSAO

1. Conceitos 2. Construgao 3. Aplicagoes




1.CONCEIT0S
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e Dados de transcriptomica em larga escala.

e Representam relacoes entre genes com base
em seus padroes de expressao ao longo de
diferentes condicoes, tecidos ou tipos

celulares. v/
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e E definido um score para representar a
semelhanca no padrao de expressao.

o Reflete genes agrupados de acordo com a | wemeoric
coordenacdo transcricional compartilhada ]
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1.CORICEIT0S
___DEFIMICAOD

e Dados de transcriptomica em larga escala.

e Representam relacoes entre genes com base
em seus padroes de expressao ao longo de
diferentes condicoes, tecidos ou tipos
celulares.

N
\

e E definido um score para representar a
semelhanca no padrao de expressao.

e Reflete genes agrupados de acordo com a
coordenacao transcricional compartilhado Grafo com nés e arestas




GUILT BY ASSOCIATION

“Culpabilidade” por Associacao

O comportamento semelhante no perfil de expressao pode nao ser causada por
coincidéncias, sugerindo uma ligacao funcional bioldgica entre os genes.

e |dentificacao de relagoes requlatorias

e Previsao de genes estruturais para vias
metabdlicas; e

e Transferéncia de anotacao funcional por
andlise comparativa entre espécies



2. CONISTRUCAOD

Podemos recuperar informacoes
de bancos de dados com
coeficientes de correlagao
precalculados, mas, quando é
preciso elaborar suas proprias
estratégias para gerar uma rede
de co-expressao promissora e
abordar uma questao bioldgica
especifica, precisamos escolher
uma abordagem.

[URO USE A MESNA CHAVE PARA TODAS AS FECHADURAS




[URO USE A MESNMA CHAVE PARA TODAS AS FECHADURAS

e Um conjunto de genes & e Nenhum gene-alvo é selecionado
selecionado como genes-alvo preferencialmente.
(literatura).
e Arede égerada com base nas
e Construida sobre genes expressos relacoes de co-expressao entre
correlacionados aos genes-alvo. todos os pares de genes em um
conjunto de amostras.
e Buscar hovos membros de vias
especificas e para identificar e Base na estrutura topoldgica da
reguladores transcricionais. rede através de algoritmos
computacionais

N1l



[URO USE A MESM ™~ _ "~ —~ RA TODAS AS  cnirio crosat oe

BUSCRA MAIS GENIES CO-EXPRESS0S
CONNCENTRADA

ABORDAGENMN DIRECIOINIADA ABORDAGEM SEM DIRECRAO

e Um conjunto de genes é e Nenhum gene-alvo é selecionado
selecionado como genes-alvo preferencialmente.
(literatura).

e Arede é gerada com base nas

COMPUTACIONUALMENTE INTENUSO

REQUER COMHECIMENTO PREUIO
D.

conjunto de amosftras.
e Buscar hovos membros de vias
especificas e para identificar e Base na estrutura topoldgica da
reguladores transcricionais. rede através de algoritmos

computacionais.
u2



ESTRATEGIAS PARA A SELECAO DE

DADOS TRANISCRIPTOMICOS

Independente X Dependente

A abordagem 'independente de
condicoes' fornece uma visao mais
robusta, mas pode negligenciar genes
que sao fortemente co-expressos sob
condicoes especificas.

A abordagem 'dependente de condicoes'
é mais informativa e captura genes que
SO0 co-expressos sob certas condicoes,
mas sua eficacia depende da selecao de

condicoes experimentais adequadas.



ESTRATEGIAS PARA A SELECAO DE
DADOS TRAMNSCRIPTONICOS

MAS COMO0 ESCOLHER?



ESTRATEGIAS PARA A SELECAO DE
DADOS TRAMNSCRIPTONICOS

MAS CONMO0 ESCOLHER?

SEMPRE COLOCAR A QUESTAO BIOLOGICA EM
PRIMEIRO LUGAR




SELECRAO DE METODOS ESTATISTICOS

0 PASSO0 CENITRAL DA ANIALISE DE
CO-EXPRESSAO E CALCULAR ©
SCORE DE SINILARIDADE

Conjuntos de dados
disponiveis

Questao biologica Tamanho da amostra

NUmero de genes



COEFICIENTE DE CORRELACAO

mede a forca e a direcao de uma relacao linear
entre duas variaveis quantitativas continuas

4 A
CORRELACAO CORRELACAO
NEGATIVA PERFEITA POSITIVA PERFEITA

) (-)

EstatisticaFacil.org

COEFICIENTE DE CORRELACRAO DE PEARSOMN

e Até que ponto as variagoes em
uma variavel estao associadas
as variagoes em ovtra.

e Pode ser positiva, negativa ou
inexistente.

 Sensivel a valores atipicos (pode
resultar em correlacdes falsas)

N7



COEFICIENITE DE CORRELACAO DE SPEARMAMN

e Até que ponto as variagcoes em uma variavel estao associadas as variagoes em
outra.

e Pode ser positiva, negativa ou inexistente.

e Relacao entre varidveis ordinais ou nao hormalmente distribuidas.

e Transforma os valores de expressdo em ordens de classificacao



ALGORITIO DE BICLUSTERING QUALITATIUOD

e Biclustering eficiente e eficaz.
e Pode ser realizado sem informacoes prévias, mas requer um grande nimero
de conjuntos de amostras



CoNekT Grasses is a platform derived from CoNekT
dedicated to the visualization and analysis of co-expression
and co-function networks of grasses.

New ? Check out our CoNekT's features here !

Quickly retrieve genes

Use our Search function or BLAST to quickly find genes of interest.

CoNekT Grasses



Learning from Co-expression Networks:
Possibilities and Challenges

L Wageningen Seed Lab, Laboratory of Plant Physiology, Wageningen University, Wageningen, Netherlands
< Laboratory of Bioinformatics, Wageningen University, Wageningen, Netherlands

REVIEW article
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Volume 7 - 2016 |
https://doi.org/10.3389/fpls.2016.00444

Elise A. R. Serin® Harm Nijveen** Henk W. M. Hilhorst* @ Wilco Ligterink®”

“Essa abordagem contribuird ainda mais para a elucidagcao de
importantes processos bioldgicos e fornecerd uma ferramenta
preditiva valiosa para estratégias contempordneas de
melhoramento molecular e engenharia de culturas.”
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BIOINFORMATICS AND GENOMICS

Analysis of drought and heat stress response genes in

rice using co-expression network and differentially
expressed gene analyses
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Coexpression network analysis associated
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DESAFI0OS E PERSPECTIUARS

1. Anotagcao Funcional 2. Expressao diferencial 3. Candidatos
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1.DESAFIOS
S e Genoma humano tem mais de
nmo.rncno FUIIICIOI'IIRL 90% de RNAs nao-codificantes,

muitos dos quais ainda nao foi
possivel esclarecer se sao
funcionais biologicamente e qual
sua funcado (dificuldade de

entender mecanismos
regulatérios).

e Muito dos RNAs nao-codificantes ainda nao
tem func¢oes esclarecidas

e Quando nao codifica proteina: como saber
se & funcional?

Functional transcriptomics in the post-ENCODE era

Jonathan M. Mudge,' Adam Frankish, and Jennifer Harrow
Department of Informatics, Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton CB10 15A, United Kingdom



1.DESAFI0S

AMNUOTACAO FUNICIONIAL

Mudge et al. (2013)
Diferentes ﬁPOS de RNA (v) Small noncoding RNA [9, 73] (iv) Sense intronic INcRNA [657]
no transcriptoma i B
hU Mano (ii) LincRNA [5,835] (i) Protein coding [20,387] L‘Qiﬂf’;ﬁ?&?&’an Lﬂzuifgzﬁf[g,gm
Muitos sao lccRNAs NE———10 AN I i i
|
g g
(iil) Antisense IncRNA [4, 545] (viii) Unitary pseudogene [158]

Many IncRNAs, 5'UTRs, and pseudogenes are
translated and some are likely to express
functional proteins

Zhe Ji, Ruisheng Song, Aviv Regev, Kevin Struhl @

Harvard Medical School, United States; Broad Institute of MIT and Harvard, United States; Howard Hughes Medical
Institute, Massachusetts Institute of Technology, United States
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