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Resumo

RNA-Seq é uma tecnologia desenvolvida a partir de dados de sequenciamento de nova ge-
racao (NGS) para estudos de transcriptomas. Um pesquisador pode reconstruir isoformas
a partir de dados de RNA-Seq sem utilizar um genoma de referéncia (montagem de novo).
Uma das diversas anéalises possiveis utilizando dados de RNA-Seq é encontrar genes ou
transcritos diferencialmente expressos. O objetivo deste trabalho é avaliar metodologias
de anélises em larga escala aplicadas na area da transcriptomica para encontrar trans-
critos diferencialmente expressos, propondo um critério de classificacdo que maximize a
chance da escolha de algum transcrito montado por um montador de nowvo ser diferencial-
mente expresso. Essas classificacdes podem auxiliar a eliminar transcritos falsos positivos
a serem analisados posteriormente em bancada por metodologias, como Real Time PCR
(Real Time Polimerase Chain Reaction). Dados reais foram testados para validar as mon-
tagens de novo na procura de transcritos verdadeiramente diferencialmente expressos e
resultados mostram que na alteracao do volume de dados, a quantidade de verdadeiros
positivos (transcritos verdadeiramente diferencialmente expressos) se altera. Concluimos
que o melhor montador de nowvo testeado neste estudo ¢ o Trinity.



Abstract

RNA-Seq is a next-generation sequencing data (NGS) technology developed for tran-
scriptome studies. For an organism, a researcher can perform isoform reconstructions
from RNA-Seq data without the reference genome (de novo assembly). One of the several
possible analyses using RNA-Seq data is finding differentially expressed genes or tran-
scripts. This study evaluates analytic methods used in large-scale transcriptome studies
for finding differentially expressed transcripts, proposing a data classification criterium
that maximizes the chance of choosing a differentially expressed transcript in a de novo
assembly. This criterium helps eliminate false positives that hinder posterior methods,
such as Real-Time PCR (Polymerase Chain Reaction Real Time). Real data were tested
to evaluate de novo assemblies, searching for differentially expressed transcripts, and the
results show that the amount of true positives (truly differentially expressed transcripts)
varies with the data volume, favoring libraries with more data. We concluded that the
best de novo assembler is Trinity.
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Capitulo 1

Introducao

Até a primeira metade do século XX acreditava-se que moléculas biolégicas, como carboi-
dratos, proteinas ou lipideos, poderiam ser responsaveis pela transmissao da herdabilidade
génica, porém, varios experimentos levaram os cientistas a concluirem que o material ge-
nético estava contido em moléculas de DNA [1].

Em 1953, James Watson e Francis Crick descobriram a estrutura dessas moléculas, apre-
sentando um modelo de estrutura revolucionéria, de dupla hélice, tomando como base
experimentos de difracao de raio X, feitos por Rosalind Franklin. Essa estrutura foi
definida como uma molécula simples compostas por blocos estruturais, posteriormente
denominadas nucleotideos. Essas descobertas permitiram a compreensao da agao génica
e da hereditariedade a nivel molecular.

Paralelamente a esses experimentos, sabia-se da existéncia de outra molécula de acido
nucléico com propriedades distintas as do DNA, o acido ribonucléico (RNA), com dife-
rencas estruturais e em composicao. Alguns cientistas da época, ao observarem algumas
caracteristicas dessa nova molécula, criaram uma hipotese de que ela estaria relacionada
a transmissao de informacoes entre DNA e proteinas, atuando como intermediario. Essa
hipotese foi confirmada em 1957 por Elliot Volkin e Lawrence Astrachan [24].

Todo esse conhecimento gerado com as descobertas das estruturas do DNA e RNA pos-
sibilitou o inicio do sequenciamento dessas moléculas, que desde entao, vem sendo apri-
moradas. Duas vertentes podem ser observadas com essa técnica, o sequenciamento do
genoma, conjunto dos genes de um organismo, com o intuito de identificacao da funciona-
lidade de genes em diversos organismos (genomica), e sequenciamento dos transcritos para
identificar a expressao génica (transcriptomica), porém, com o uso de técnicas de conver-
sao de RNA em DNA complementar (cDNA). Além da funcionalidade dos genes, houve
a necessidade de analisar como cada gene agia em determinadas condi¢oes ambientais, e
tendo em vista que o RNA ¢ a evidéncia direta de que uma parte do genoma é expressa e
pode, portanto, codificar um gene, tecnologias para sequenciar o cDNA comecaram a ser
desenvolvidas.

O primeiro artigo que descreve a aplicacao de vetores de cDNA, para anélise da expressao,
foi publicado em 1992 [26]. Varios artigos descreveram a utilizagao desta tecnologia para
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a medicao da expressao simultanea de milhares de genes no momento em que os primeiros
microarrays foram publicados [13]. A principio a tecnologia de microarray, que surgiu em
meados da década de 90, era utilizada fortemente para a analise em niveis de expressao
do genoma. Esses experimentos passaram por inovacoes, e novas abordagens surgiram,
como, por exemplo, o Sequénciamento de Nova Geragao (traducao livre do inglés NGS -
Next Generation Sequence).

Devido a grande demanda de sequenciamentos genomicos e seu alto custo, houve a ne-
cessidade da criacao de novas tecnologias de sequenciamento que permitiram a geracao
de dados de forma mais rédpida e de baixo custo, esses equipamentos deram origem ao
termo NGS. O sequenciamento por esta técnica ocorre de forma paralela, ou seja, oti-
miza o tempo de processamento em que milhdes de sequencias de DNA sao geradas por
amostra. Os recentes avancos da tecnologia de nova geracao também causaram uma re-
volugao no sequenciamento nas moléculas de RNA-mensageiro (¢cDNA) ampliando muito
as aplicagoes ao estudo de transcriptomas - conjunto dos transcritos de um organismo -
em especial, na detecgio de transcritos diferencialmente expressos (RNA-Seq).

Apos se estabelecer como promissora, virias estratégias que utilizam dados de NGS para
geracao de dados de transcriptoma e genoma foram comparadas entre si. Existem estu-
dos [10,20,45] que usaram critérios de desempenho para comparar os montadores de novo
(montador que nao utiliza um genoma de referéncia em sua montagem), como a métrica
N50, viés de sequéncia GC, a profundidade das taxas de cobertura, erros de base-calling
e memoéria RAM, mas, nao houve um estudo mais profundo de como esses montadores de
novo reagem se forem aplicados sobre suas montagens um pipeline de expessao diferen-
cial, ou seja, como essas montagens interferem na busca de transcritos diferencialmente
expressos.

As métricas chamadas livre de referéncia aplicadas a transcriptomas nao dependem de um
benchmark pré-selecionado na andlise, ou seja, essas métricas dependem exclusivamente da
montagem feita com os dados de RNA-Seq. Como exemplo de tais métricas podemos citar
o N50 e afins, tamanho médio de transcritos e nimero de transcritos gerados. Estudos
como [20,27] citam que as métricas livres de referéncia podem ser muito bem manipuladas,
como por exemplo a métrica N50, que diz que melhores transcritos resultarao em um
maior nimero de sobreposicoes identificadas entre os reads de entrada, portanto, terd mais
transcritos longos montados. No entanto, é facil ver que um conjunto trivial construido
pela concatenacao de todos os reads de entrada em uma tnica entrada maximizara o
tamanho do transcrito e consequentemente do N50.

Existe uma metodologia criada para avaliar a qualidade com que uma biblioteca de RNA-
Seq é criada e medir o uso efetivo do reagente no experimento, chamada spike-ins. As
transcricoes e o tamanho das sequéncias spike-ins sao conhecidas, uma vez que eles sao
adicionados no comeco da amostra e servem para controle. Essa metodologia é utilizada
para medir a eficiéncia do montador de novo, ja que a montagem final do montador deve
conter os spike-ins colocados inicialmente.

Ao final da anélise de um experimento de RNA-Seq, para obtencao de transcritos diferen-
cialmente expressos, sao utilizadas ferramentas estatisticas que verificam a quantidade de
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dados que um transcrito apresenta em uma condi¢ao em relagao a outra. Os transcritos
com diferentes padroes de expressao sao selecionados para serem testados em bancada,
objetivando sua real validagao. Existem estudos que comparam ferramentas de anéalise
de expressao diferencial, como serd explicado na Secao 3.5, mas ambas as andlises sao
feitas sobre dados simulados ou ja depositados no Genbank, sem levar em consideracao a
montagem do genoma ou o transcriptoma.

Pensando na decisao de escolha do melhor montador de novo para uma anélise de ex-
pressao diferencial em RNA-Seq, que tenha como objetivo analisar sua capacidade de
identificd-los, usamos uma metodologia, que se baseia nao somente em métricas de livre
referéncia, mas em outras que utilizem um transcriptoma de referéncia para a compara-
¢ao. Ao final da andlise poderemos notar qual montagem se aproxima da referéncia com
maior precisao na identificacao de transcritos diferencialmente expressos e qual métrica
maximiza a escolha de um transcrito montado de novo ser diferenciamente expresso.

Apos a introducao e a analise dos desafios existentes em uma montagem de RNA-Seq,
neste trabalho tomamos como motivacao trés aspectos. O primeiro dele seria a nao
padronizagao de um montador de novo referéncia. O segundo aspecto é em relacdo aos
resultados de um montagem de novo, ja que elas ainda possuem erros e sao sensiveis a
eles. O terceiro aspecto estd associado a testes estatisticos retornarem em seus resultados
muitos transcritos falsos positivos.

Tomando essas motivacoes como um principio, este trabalho tem como objetivos:

1. Avaliar os montadores de novo descritos na literatura e sua influéncia na identificacao
de transcritos verdadeiramente diferencialmente expressos;

2. Avaliar como os montadores de novo se comportam a alteracao do volume de dados;

3. Propor critérios de selecao que identifiquem o menor nimero de transcritos falsos
positivos em uma analise de expressao diferencial que posteriormente podem ser ana-
lisados em bancada por metodologias como Real Time PCR (Real Time Polimerase
Chain Reaction,).

O texto da dissertacdo estd organizado da seguinte maneira: o Capitulo 2 apresenta
alguns conceitos basicos a fim de introduzir o contexto do trabalho; o Capitulo 3 descreve
a metodologia de montagem de dados de RNA-Seq desenvolvida ao longo do mestrado; o
Capitulo 4 descreve os métodos utilizados; o Capitulo 5 discorre sobre o aprimoramento
da metodologia de RNA-Seq e os resultados obtidos; Capitulo 6 apresenta as conclusoes
finais da dissertacao e propoe alguns trabalhos futuros.



Capitulo 2

Conceltos basicos

Este capitulo contém conceitos bésicos a serem utilizados ao longo do trabalho. Na Se¢ao
2.1 é feita uma introducao a genética; a Secao 2.2 diz a respeito de sintese proteica; a
Secao 2.3 sobre transcriptoma; a Secao 2.4 discorre sobre diferenciacao celular; a Segao
2.5 introduz o conceito de bioinformatica; a Secao 2.6 a métrica N50 a ser utilizada no
trabalho, e a Secao 2.7 sobre grafos.

2.1 Genética

A genética é o estudo dos genes de um organismo e a transferéncia de caracteristicas
fisicas e biologicas de geracao para geragao, chamada de hereditariedade, promovendo
variacao celular. Entender como os genes de um organismo funcionam tem aplicagoes
em diversas areas, tais como biotecnologia, medicina e agricultura. Nesta secao serao
abordados assuntos relacionados a genética de eucariotos que irao servir de introducao a
conhecimentos descritos ao longo deste dissertagao.

2.1.1 DNA - Acido Desoxirribonucléico
O DNA (Figura 2.1) consiste em duas longas cadeias nucleotidicas, compostas por subu-
nidades nucleotidicas. Cada cadeia denomina-se de fita de DNA.

A organizagao de seus nucleotideos compoe o genoma de um organismo, carregando suas
informacoes genéticas na forma de genes (sequéncias especificas de nucleotideos que podem
ou nao codificar proteinas, transmitidos por hereditariedade).

21
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HOCH, O, OH

OH H

Desoxirribose

Figura 2.1: Esquema estrutural de uma desoxirribose — o actcar de cinco carbonos pre-
sente no DNA. Imagem extraida de Biologia Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

Nucleotideos do DN A

Sao constituidos de um actcar de cinco carbonos, a desoxirribose, um grupo fosfato e uma
base nitrogenada, sendo elas a timina (T), citosina (C), guanina (G) ou adenina (A) — os
simbolos A, T, C e G sao usados para representar os quatro nucleotideos.

Blocos construtores de DNA Fita de DNA
Fosfato
Aclcar
/ — . :
._I. il B 5] r 3I
G 1€ A T
Acucar- Base [_
fosfato

Nucleotideo

Figura 2.2: Esquema representando a estrutura dos quatro nucleotideos constituintes do
DNA. O grupo fosfato encontra-se ligado ao carbono 5 do agtcar. Imagem extraida de
Biologia Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

O esqueleto da estrutura principal é composto por uma cadeia de acgicar e fosfato, ligados
covalentemente entre si. O que ird diferenciar um monoémero do outro é a presenca das
diferentes bases nitrogenadas (Figura 2.2).

A fita de DNA apresenta uma polaridade quimica, devido & forma a qual as bases estao
dispostas; sendo que a extremidade 5 apresenta o grupo fosfato e a extremidade 3’ uma
hidroxila do carbono 3 do agticar seguinte.

Para manter o esqueleto coeso, forma-se uma ligagao fosfodiéster entre a extremidade 5’
e a 3’. Na formacao da dupla fita as formas e estruturas quimicas das bases permitem
que ligacoes de hidrogénio sejam formadas, de modo eficiente, somente entre o par A e T
ou o par C e G. Uma diferenca relevante entre tais pares é que se formam duas pontes
de hidrogénio entre A e T e trés pontes entre C e G, sendo considerados complementares.
Observa-se que as bases estao localizadas mais internamente, e o esqueleto, externamente.
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Figura 2.3: Estrutura da molécula de DNA ilustrando as ligacdes de hidrogénio entre as
bases nitrogenadas e as fosfodiésteres, entre os nucleotideos. Imagem extraida de Biologia
Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

Mecanismo de replicacao do DNA

O processo de replicacao consiste na elaboracao de uma copia da molécula de DNA a
partir uma um DNA-molde, na qual a sequéncia de nucleotideos recém-sintetizada sera
complementar ao molde. Para a ocorréncia da replicagao, faz-se necessério a abertura
da dupla hélice - pela DNA helicase — e polimerizacao de uma nova cadeia — pela DNA
polimerase. Os nucleotideos livres que servem de substrato para essa enzima sao trifosfatos
de desoxirribonucleotideo. Cada uma das duas fitas de DNA serve de molde para as novas
fitas polimerizadas (Figura 2.4).
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Figura 2.4: Representacao da complementaridade das fitas de DNA, a partir de uma fita
DNA-molde, e a demonstracao da natureza semiconservativa da replicagao. Imagem de
extraida de Biologia Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

2.1.2 RNA - Acido Ribonucléico
Estrutura da molécula de RNA

De modo semelhante ao DNA, o RNA é constituido por uma cadeia polipeptidica de
nucleotideos, os ribonucleotideos, compostos por um actcar de 5 carbonos, um grupo
fosfato e uma base nitrogenada. No entanto, existem algumas diferencas fundamentais
entre os acidos: o aglcar presente é uma ribose (Figura 2.5); ao invés de conter uma
timina, o RNA apresenta uma uracila (U); ele é constituido por uma fita simples.

HOCH, O, OH

OH OH
Ribose

Figura 2.5: Esquema estrutural de uma ribose — o agiicar de cinco carbonos presente no
RNA. Imagem extraida de Biologia Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

Transcricao do RNA

O RNA é confeccionado por meio da transcricio de DNA. Ela se inicia com a abertura
e desespiralizagao de um pequeno segmento da dupla fita do DNA, sendo este, a partir
de entao, o molde para a sintese do RNA. Do mesmo modo como ocorre na replicacao, a
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transcricao é baseada na complementaridade de bases, sendo os ribonucleotideos incorpo-
rados, covalentemente, & cadeia de RNA recém-sintetizada — o transcrito -, devida a uma
agao enzimética - RNA polimerase.

A base U (do RNA) ¢ complementar a A (do DNA), sendo ambas pareadas durante a
transcricao. No entanto, quando a sintese acaba, as pontes de hidrogénio sao desfeitas
(Figura 2.6), conferindo ao RNA sua caracteristica de fita simples.

DNA
: o ; - g0
HITHHR
B | U'N R NN .
Fita-molde
l TRANSCRICAO

Figura 2.6: Representagao esquematica da transcricao, mostrando que a fita simples de
RNA ¢ complementar a fita molde de DNA. Imagem extraida de Biologia Molecular da
Célula (Bruce Alberts) [1].

Existem vérios tipos de RNA, tais como: RNA mensageiro (mRNA), RNA transportador
(tRNA), RNA ribossomico (rRNA) e microRNAs.

Sintese do mRNA

As moléculas de mRNA sao transcritas de uma sequéncia de genes presentes no DNA.
Primeiro, ha a sintese de um pré-RNA (transcrito priméario de RNA), o qual contém
regioes de éxons e introns (regices codificadoras e nao codificadoras de proteinas, respec-
tivamente). Pelo mecanismo de splicing, ocorre a excisao de introns. A sequéncia somente
de éxons compde o RNA maduro, portanto, ela apresenta uma série de codigos capazes
de sintetizar uma proteina. Em seguida, ocorre a adicao do Quepe, na extremidade 5’,
e da calda de Poli-A, na extremidade 3’, dando ao RNA a devida identidade de mRNA
(Figura 2.7).
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Figura 2.7: Representacao do processo de sintese do mRNA, desde a transcricao até a
adicao do Quepe e da calda de Poli-A. Todo esse procedimento ocorre no ntucleo celular.
Imagem extraida de Biologia Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

2.2 Sintese Protéica

O mRNA, ap6s sua sintese, é exportado para o meio citosolico. A leitura das informacoes
genéticas, contidas no mRNA, necessarias para a sintese de uma proteina (processo deno-
minado de tradugao) se da pelo ribossomo, dispersos no meio citosolico e na membrana
do reticulo endoplasmético rugoso.

A cada trés nucleotideos, temos um cédon; e cada codon, a representacao de seu ami-
noacido correspondente. O codigo genético padrao é constituido por 20 aminoacidos e é
considerado degenerado, uma vez que alguns aminoécidos podem ser representados por
mais de um cédon (Figura 2.8).

AGA uuA AGC

AGG uuG AGU
GCA  CGA GGA CuA [ee. UCA  ACA GUA
GCC CGC GGC AUA - CUC CCC UcC  ACC GUC UAA
GCG CGG GAC AAC  UGC GAA CAA GGG CAC AUC QUG AAA uuc oG ucG  ACG UAC  GUG UAG
GCU CGU  GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU  AAG  AUG UUU CCU  UCU  ACU UGG ULAU  GUU UGA
Ala Arg Asp Asn Cys Glu Gin Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Término

A R D N C Q G H L K M F -] T w ¥ V

Figura 2.8: Codigo genético padrao, representando os 20 aminoacidos e seus cédons
correspondentes. Imagem de extraida de Biologia Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

Portanto, o transito informacional genético é do DNA para o RNA, e deste para proteina.
Tal fluxo é denominado Dogma Central da Biologia (Figura 2.9), sendo encontrado em
todas as células, desde bactérias até seres humanos.
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Figura 2.9: Esquema da ideia chave do Dogma Central da Biologia como observado em
células eucaridticas. Imagem extraida de Biologia Molecular da Célula (Bruce Alberts) [1].

2.3 Transcriptoma

O transcriptoma é o conjunto de transcritos de uma célula, e sua quantidade amostrada
depende da condicao fisica do organismo e de varios fatores externos. A interpretagao do
transcriptoma é essencial para interpretar os elementos funcionais do genoma, amostrando
os constituintes das células e tecidos e também, para a compreensao de doencas. As prin-
cipais utilidades de um transcriptoma, segundo Wang et al. 2009, [43| sao catalogar todos
os tipos de transcritos, incluindo mRNAs, RNA nao-codantes e pequenos RNAs; determi-
nar a estrutura da transcricao de genes, padroes de splicing; e quantificar as mudancas em
niveis de transcricao de expressao sob condicoes diferentes de desenvolvimento, exposicao
a fatores bidticos ou abidticos etc.

2.4 Diferenciacao celular

A mudanca do tipo celular que ocorre em uma célula é chamado de diferenciacao celular.
A diferenciacao celular ocorre desde a fase de desenvolvimento, fase em que sao gerados
tecidos complexos, até a fase final adulta, na renovacao e reparacao celular. O tamanho da
célula, o tipo celular, a atividade metabolica e a resposta a diferentes sinais sao causados
pela diferenciacao celular. Tais mudancas sao controladas pela modificacao da expres-
sao génica, sem representacdo diferente da sequencia de DNA. Logo, as células podem
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apresentar caracterfsticas diferentes, mesmo sendo representadas pelo mesmo genoma.

O comportamento das células em diferentes tecidos de um genoma pode ser analisada
fazendo uma anélise diferencial dos genes, que causam essa diferenciacao celular, podendo
usar uma técnica recentemente criada (a menos de uma década), chamada RNA-seq, na
qual se utiliza o transcriptoma (RNA maduro) para se obter informagoes dos genes.

2.5 Bioinformatica

O desenvolvimento de novas ferramentas computacionais e novas metodologias de bioin-
formatica permitem uma analise rapida e precisa de sequéncias de acidos nucleicos (DNA
e RNA) e proteinas, possibilitando a detecgao de mutagbes genéticas e seu efeito na es-
trutura e funcao dessas protinas. Por isso, a bioinformética é considerada uma ciéncia
interdisciplinar que envolve conhecimentos nas areas de biologia molecular, quimica mo-
lecular, fisica, matematica, ciéncia da computagao, entre outros [34]. Dentre as diversas
aplicagoes da bioinformatica nas diversas areas da biologia e medicina, destacam-se sua
utilizagdo (1) na biotecnologia, no estudo da constituicdo genética de diversos organis-
mos com potencial de serem aplicados como biofabricas em processos industriais, e (2) na
area de medicina personalizada nos quais genomas humanos (individuos especificos) sdo
sequenciados e suas mutacoes relacionadas a fenotipos como doencas ou caracteristicas
de interesse. Deste modo, ferramentas computacionais de anélises de sequenciamento de
DNA, expressao génica, protedmica e metabolomica se tornaram essenciais para compre-
ender quais alteracoes no genoma ou no metabolismo dos diversos organismos de interesse
podem estar relacionadas as suas caracteristicas.

2.6 Meétricas N50

A métrica N50 é o tamanho do transcrito cuja soma do tamanho de transcritos menores
que ele é menor ou igual a metade da soma do tamanho de todos os transcritos. Essa
métrica é utilizada, por exemplo, para calcular o tamanho médio do conjunto de sequén-
cias, além de, em gendmica, ele ser utilizado para medir o valor médio de contigs em
um genoma. Por exemplo, imaginemos que temos um transcriptoma com transcritos de
tamanhos 90kbp, 70kbp, 50kbp, 40 kbp, 30 kbp, 20 kbp e 10 kbp. O somatorio de todos
o tamanho é 310 kbp, e o N50 é 70kbp, pois 90 kbp + 70 kbp ji é maior que a metade
da soma de todos os transcritos (ver Figura 2.10).

Para encontrar o N50 de uma determinada montagem, primeiro se ordena de forma de-
crescente a lista de transcritos por tamanho, e posteriomente identifica-se o tamanho do
transcrito que, a partir dele, a soma de todos os tamanhos ¢ pelo menos 50% do total de
transcritos.
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Figura 2.10: Exemplo de calculo da métrica N50.

A determinacao do N90, ou outra métrica, de um conjunto possui a mesma ideia da
métrica N50, sendo alterado somente a porcentagem da soma dos tamanhos dos transcritos
sobre o conjunto total. Por exemplo, o valor do N90 é o tamanho do transcrito cuja soma
do tamanho de transcritos menores que ele & menor ou igual & 90% da soma do tamanho
de todos os transcritos.

O conceito de N50 serd utilizado neste trabalho na apresentacao dos resultados das mon-
tagens de movo obtidas descorridas no capitulo 5.

2.7 Grafos

Grafo é uma estrutura matematica utilizada para modelar as relacdes entre um conjunto
de objetos. Em um grafo existem os vértices ou nods, e as arestas, que os conectam. Se
um grafo é ndo-direcionado, quer dizer que ndo existe distin¢ao entre a aresta (i,7) ou
(7,1), j& quando ele é direcionado, cada aresta possui um né de saida e outro de chegada.
Denotamos um grafo por G(V,E), onde ele possui um conjunto V de vértices e um conjunto
E de arestas, como por exemplo na Figura 2.11.
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Figura 2.11: Exemplo de um grafo direcionado. Esse grafo G(V,E), possui um conjunto
de nos V={1,2,3,4} e uma colecao de arestas E={el,e2,e3,e4}.

Duas aplicagoes bem comuns de grafos sao redes sociais, onde cada nd representaria
uma pessoa e uma aresta nao-direcionada representando a amizade da pessoa ¢ com a
pessoa j, e protedmica - estudo das proteinas de um organismo, no qual cada né do grafo
representaria uma proteina do organismo e as arestas representariam as interacoes entre
elas.

Em um grafo, um caminho é uma sequéncia de vértices, no qual a partir de cada vértice
existe uma aresta para o proximo vértice. Por exemplo, na Figura 2.11 um possivel
caminho no grafo seria a sequéncia de vértices (1,3,4).

Um caminho em um grafo é dito hamiltoniano se ele passa por todos os vértices do grafo
sem repeti-los, ou seja, passa por todos os vértices uma tinica vez. Por exemplo, na Figura
2.11 o seu caminho hamiltoniano ¢ dado pela sequéncia de vértices (1,3,2,4).

Um caminho em um grafo é dito euleriano se ele passa por todas as arestas do grafo sem
repeti-las, ou seja, passa pro todas as arestas uma tnica vez.



Capitulo 3

Analise de RNA-Seq e sua metodologia

Os experimentos de RNA-Seq ao longo do tempo vém se tornando uma abordagem muito
usada por pesquisadores em experimentos de expressao génica comparativa entre grupos.
Uma melhor visualizacao da preparacao dos dados de RNA-Seq pode ser observada na Fi-
gura 3.1. Para gerar as bibliotecas para andlises posteriores, primeiramente as sequéncias
longas de RNA sao isoladas e purificadas. Posteriormente elas sdo convertidas em biblio-
tecas de cDNA (DNA - complementar). Adaptadores de sequenciamento sao adicionados
em cada fragmento de cDNA para obter sequéncias curtas somente com uma extremidade
(chamada single end) ou ambas as extremidades (chamada paired-end). As sequéncias
geradas (reads) tem, normalmente, tamanhos entre 30-400 bp, dependendo da tecnologia
utilizada. Posteriormente as sequéncias curtas geradas sao alinhadas com um genoma ou
transcriptoma e entao classificadas em trés tipos: reads exonicos (exonic reads), reads de
juncao (junction reads) e caudas de poly(A) (poly(A) end reads). A partir desses trés tipos
é gerado um perfil de expressao por base nitrogenada (Base-resolution expression profile)
de cada gene.

Para quantificar a expressao de um gene ou um transcrito, os reads de RNA-Seq precisam,
primeiramente, passar por uma analise de qualidade e remocao de artefatos de sequencia-
mento. Posteriormente, os reads sdo mapeados num genoma de referéncia (no caso de um
genoma disponivel) ou mapeados num transcriptoma de referéncia que pode ser obtido
a partir da montagem de novo dos proprios reads. Logo ap6s o mapeamento, é feita a
quantificagao relativa de cada gene/transcrito e entao é aplicado um teste estatistico sobre
os dados com intuito de eliminar ruidos entre as réplicas experimentais. O fluxograma de
uma analise béasica de RNA-Seq para identificagdo de genes/transcritos diferencialmente
expressos ¢ mostrado na Figura 3.2. Cada passo do fluxograma sera descrito ao longo
deste capitulo.

31
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Figura 3.1: Preparacio da biblioteca de RNA-Seq. Tmagem extraida de Wang et al [43].
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Figura 3.2: Fluxograma de uma analise de RNA-Seq para identificacdo de ge-

nes/transcritos diferencialmente expressos.
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3.1 Analise de Qualidade

Avaliar a qualidade dos reads sequenciados é uma pratica importante para garantir um
um bom resultado em uma anélise de RNA-Seq. Os reads gerados pelos sequenciadores
possuem artefatos anexados as cadeias de DNA, por exemplo, adaptadores (sequéncias
idénticas de aproximadamente 10 bp adicionado a cadeia de DNA), que, apds o sequénci-
amento, precisam ser retirados. Existem algumas ferramentas que executam este proce-
dimento, uma delas é o SeqyClean, e para analisar a qualidade da sequéncia utilizamos
o programa o FastQC [4]. O programa que primeiro foi utilizado para analisar qualidade
de um sequenciamento, mais especificamente de DNA, foi o Phred [7].
Para analisar se as reads tem alta qualidade, algumas métricas podem ser utilizadas
como a probabilidade de ocorrer um erro na leitura de uma base no sequenciamento.
A probabilidade de ocorrer um erro de sequenciamento (P), sendo que cada base possui
uma qualidade Q, gerada pelo sequenciador, é dada por P = 107¢. Por exemplo, supondo
que uma base tem qualidade Q=20, entao a probabilidade desta base estar errada é de
P=107 = 0.01, ou seja, pela probabilidade ser muito baixa, a chance de ter ocorrido um
erro de sequenciamento naquela base é baixa também. A qualidade média do fragmento
(Py,) é dada por:

p — 10T +10 9% +..+10 18" _ X 101"

m n n

onde (); ¢ a base i e n o tamanho do fragmento.

3.2 Montagem

A principal e mais dificil etapa da analise de dados em um experimento de RNA-Seq é a
montagem de seu transcriptoma de referéncia a partir das suas reads. Uma das principais
dificuldades na etapa de montagem no processo de analise de RNA-Seq é o fato de acimulo
de erros de sequenciamento. Para gerar os transcritos a partir dos seus dados, podemos
realizar uma montagem sem genoma de referéncia, chamada de novo, ou gera-los através
do mapeamento das reads no genoma de referéncia.

3.2.1 Montadores

Todos os algoritmos de montagem utilizados neste trabalho sao reduzidos a problemas
em grafos. A reducao de montagens em grafos é complexa, e ainda as montagens reais
dependem de heuristicas e algoritmos de aproximacao para obter resultados aproximados,
como, por exemplo, eliminar redundancias, corrigir erros, descartar incertezas e reduzir
sua complexidade [22].

Cufllinks [42]

Cufflinks resolve o problema de montagem encontrando um emparelhamento méximo
(maximum matching) (Figura 3.3-b) em um grafo bipartido derivado de uma sobreposigao
de alinhamentos (Figura 3.3-a). Ele encontra os transcritos produzidos pelos eventos de
splicing nas sequéncias utilizadas, no qual serao usados para estimar abundancia. Para
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montar todos os transcritos de cada locus, o algoritmo levaria um tempo razoavel, assim,
o uso do genoma favorece a montagem.

Assembly
Mutually
a incompatible
fragments

Minimum path cover

Y

Transcripts

.
[

Figura 3.3: Algoritmo de amostragem de transcritos do Cufflinks. (a) montagem efeituada
a partir dos reads de entrada. O algoritmo identifica possiveis splicings na montagem. (b)
Cufflinks trata cada splicing de forma independente e efetua o algoritmo de encontrar o
caminho minimo em um grafo. (c¢) reconstrucdo final dos transcritos, obtidos por cada
caminho minimo no grafo. Imagem editada de Trapnell et al.. [42].

Cufflinks é composto por sub-programas que intensificam o pipeline de anéalise, possibi-
litando alcancar todas as etapas de uma analise de RNA-Seq. Apoés a andlise de ma-
peamento feita pelo TopHat [41], o Cufflinks 1é os mapeamentos e monta os transcritos;
posteriormente o Cuffmerge, a partir de todas as montagens, fornece uma tabela final
contendo todas as posicoes de cada transcrito montado. No proximo passo, que consiste
na andalise diferencial, a analise é feita pelo Cuffdiff, que fornece uma tabela contendo
valores de expressao entre as condigoes fornecidas. Por fim, CummeRbund é utilizado
para visualizacao de resultados de forma eficiente e dinamica.

Trinity [8]

Trinity ¢ um montador que possui a op¢ao de gerar dados com um genoma de referéncia ou
nao, mas ele ¢ amplamente utilizado para montagem de novo de transcriptomas, quando
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nao ha um genoma de referéncia. Ele é composto por trés modulos: Inchworm, Chrysalis
e Butterfly (Figura 3.4). Primeiramente, o Inchworm monta os reads de forma gulosa e
encontra caminhos mais abundantes em um grafo de De Bruijn. Os transcritos de variantes
de splicing sao encontrados, assim como transcritos em outras formas de baixa abundancia.
Posteriormente Chrysalis aglomera a saida dos dados do Ichworm em componentes que
representam varias variantes de splicing e paralogos estritamente relacionados e constroi
o grafo de Bruijn para cada componente. Finalmente no médulo do Butterfly, sao gerados
os transcritos e isoformas de splicing dos genes paralogos. Como citado por Lu et al. [22],
existem modulos do Trinity que podem ser substituidos para uma melhor eficiéncia, como,
por exemplo, substituir parte do Inchworm pelo Jellyfish, que aumenta o processamento
de k-mers em paralelo. Existem artigos que fornecem pipelines de uso eficaz do montador
Trinity, um deles é o artigo de Hass et al. [9].

lllumina _— — - - = —
reads — —— -

Inchworm @ —
[
— E— i Single high-memory,
Contigs - N ‘ multicore server
i
Chrysalis ‘gv 7777777777777777777777777
Contig Massively parallel on computing grid
clusters
- o=

de Bruijn
graphs

Reconstructed — — e
isoforms T~ e N

Figura 3.4: Principais etapas sequenciais do Trinity (a esquerda) e os recursos computa-
cionais associados (& direita). O Trinity toma como entrada reads (superior esquerdo) e
primeiro usa o médulo Inchworm para construir os contigs. Esta fase requer um tinico ser-
vidor de alta de memoria ( 1 GB de RAM por 1 milhao paired reads, mas varia de acordo
com complexidade do read(canto superior direito). O Chrysalis (Meio na esquerda) agrupa
os clusters de contigs do Inchworm, muitas vezes gerando dezenas a centenas de milhares
de clusters, cada um dos quais se processa a uma componente do grafo de De Bruijn,
de forma independente e em paralelo, em um grid computing (canto inferior direito). O
Butterfly (canto inferior esquerdo), em seguida, extrai todas as possiveis sequéncias de
cada componente do grafo, que também pode ser paralelizado (Figura extraida de Hass
et al. |9]).

Oases [38]

Oases combina estratégias de multiplos k-mers, mas com uma analise topologica seme-
lhante ao Trinity, tentando lidar com niveis de expressao e variantes de splicing. Ele é
processado em cima dos contigs gerados pelo Velvet e pds-processados usando um anico
k-mer, pré-definido. Ele constréi um grafo de Bruijn e posteriormente é feita uma ana-
lise topologica que extrai as isoformas montadas. Fxiste a possibilidade de executar o
Oases com multiplos k-mers, ocorrendo a mesclagem de varias montagens. Uma grande
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vantagem do Oases é sua remoc¢ao dinamica de erros, que contribui para sua robustez.

IDBA-Tran [29]

Semelhante ao Oases, IDBA-Tran também adota a ideia de miltiplos k-mers para lidar
com transcricoes em diferentes niveis de expressao. No entanto, em vez de gerar um grafo
de De Bruijn e encontrar transcritos para cada valor de k, um grafo acumulado de De
Bruijn é construido para juntar toda a informacao de ambos os transcritos, com alta e
baixa expressao. Durante cada iteracao, um grafo acumulado de De Bruijn Hy para um k
fixo é construido a partir da entrada. Os contigs construidos das iteracoes anteriores, isto
é, os contigs construidos em Hj_g, onde s é o tamanho do passo de variacao do k-mer,
sao utilizados como entrada na construcao de Hy. A informacao de profundidade é usado
para separar as componentes do grafo de De Bruijn. Em uma forma ideal, os transcritos
de genes diferentes sao decompostos em componentes diferentes. Em cada componente,
o splicing alternativo pode ser detectado e os transcritos recontruidos. Para acumular
informacoes, todas as transcricoes reconstruidas sao utilizadas como entrada na proxima
iteracao.

O problema de descoberta de transcritos (TD-Transcript Discovery) é um problema NP-
Hard: dado um grafo de De Bruijn G(V,E) com um conjunto de vértices V e arestas E, um
conjunto de reads paired-end P = (v;,v;), v;, v; € V, com distancia d e erro s, queremos
encontrar t caminhos em G com um namero méaximo de reads paired-ends P° C P. O
caminho p ¢ dito suportado pelos reads paired-ends v; e v, se a distancia entre v; e v; em
p estd entre d — s e d + s.

3.2.2 Montagem de novo

Montadores de novo como o Trinity, Oases, IDBA-Tran montam suas respectivas sequén-
cias de referéncia sem usar um genoma de referéncia. Essa estratégia é dificultada, por
exemplo, pela qualidade da read, contaminacoes nas amostras, erros e qualidade do se-
quenciamento, complexidade do organismo e familias multigénicas. A principal dificuldade
de pesquisadores hoje em dia é avaliar quao boa ficou uma montagem de novo levando
em conta fatores realmente relevantes. Para analisar uma montagem, sao comparados va-
lores de N50, N90, tamanho médio de um transcrito, mediana e desvio padrao dos dados,
fatores que podem ser manipulados em montagens para obter valores 6timos, mas fora da
realidade.

Esses montadores usam como estratégia principal duas metodologias: grafo de De Bruijn
ou grafos consensos de sobreposi¢cdes. Montadores como o Trinity, Oases e IDBA-Tran
utilizam a estratégia de grafos de De Bruijn para suas montagens, ja outros montadores,
como o Cufflinks, utilizam grafos consensos de sobreposicoes. Pelo uso dessas diferencas
de estratégias, existem pros e contras do uso de cada montador, listados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Comparacao entre algumas caracteristicas relevantes de montadores de novo

que utilizam estratégias de grafos de De Bruijn e grafos consensos de sobreposicao.

Caracteristicas Grafos De Bruijn | Grafos de sobreposicao
Sensibilidade a erros Alta Baixa
Possuem variacao de k-mer Sim Sim
Lidam bem com repeticao Nao Nao
Caminhos Euleriano Hamiltoniano
Sensibilidade ao k-mer Alta Baixa
Uso de memoria Elevado Mediano
Tempo de maquina Elevado Baixo

Grafo consenso de sobreposigao

Construimos um grafo de sobreposicao a partir de um certo nimero de fragmentos. Cada

fragmento é colocado no n6 do grafo e entao criamos arestas com direcoes entre eles,

sendo o valor de cada aresta o nimero de bases sobrepostas entre cada fragmento (O

usuario pode deteminar um niimero minimo de sobreposi¢ao entre os fragmentos). Poste-

riormente encontramos o caminho hamiltoniano maximal, aquele caminho hamiltoniano

de maior pesos nas arestas, sobre o grafo construido. A dltima etapa consiste em fazer a

sobreosicao entre os fragmentos compostos no caminho hamiltoniano maximal (ver Figura

3.5). Existem programas de montagens de genomas e transcriptomas que utilizam essa

abordagem em seus algoritmos, é o caso do Phrap e o Cufflinks.
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a) Fragmentos de DNA

R1. AAGGTCC
R2. GGTCCTT
R3. CCTTATG

b) Encontrarsobreposigoes entre os fragmentos

R1. AAGGTCC R2. GGTCCTT R3. CCTTATG
R2. GGTCCTT R3. CCTTATG R1. AAGGTCC
R2. GGTCCTT R3.CCTTATG R1. AAGGTCC
R1. AAGGTCC R2. GGTCCTT  R3. CCTTATG

c) Construiro grafo de sobreposigies

d) Caminho Hamiltoniano

R1 - R2 - R3

e) Reconstrugdo da melhorsequéncia

R1. AAGGTCC

R2. GGTCCTT

R3. CCTTATG
AAGGTCCTTATG

Figura 3.5: (a) Fragmentos de DNA a serem utilizados. (b) Encontrar todas as sobrepo-
si¢coes (em vermelho) entre todos os fragmentos. (¢) Com os fragmentos como nos, cada
aresta drecionada do grafo tem como valor o nimero de bases sobrepostas entre cada
fragmento encontrado na etapa (b). Nessa fase o usuario pode definir o valor minimo de
sobreposicao entre dois fragmentos. (No nosso exemplo nao constao as arestas de sobre-
posi¢ao com valor 0).(d) A partir do grafo encontramos o caminho hamiltoniano maximal.
Em caso de genoma circular, encontrarfamos o ciclo hamiltoniano no grafo. (e) Repre-
sentacao do overlap dos fragmentos compostos, em ordem, no caminho hamiltoniano, e
obtencao da sequéncia consenso.

Grafo de De Bruijn

Utiliza-se grafo de De Bruijn para montar sequéncias de DNA a partir de subsequéncias
menores. Dada uma colecao de sequéncias, criamos sequéncias menores ou iguais de
tamanho k, essas chamadas de k — mer. O grafo de De Bruijn de ordem k é um grafo
orientado cujo os vértices sao todos os k — mers e criamos uma aresta entre dois vértices
x e y se existe uma sobreposicao de k — 1 caracteres entre o sufixo de = e o prefixo de y.
Seja sua colecao de sequéncias (reads) definidas por ATGG, CTCG, GGCT. Vamos dividi-
las em subsequéncias de tamanho 3 (k=3), ou seja, escrevemos todas as possibilidades de
sequéncias para cada read.
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read 1: ATGG 3-mers: ATG, TGG
read 2: CTCG 3-mers: CTC, TCG
read 3: GGCT 3-mers: GGC, GCT

Cada no6 terd (k — 1) — mers e cada aresta k-mers. Todos os (k — 1) — mers gerados a
partir de todos os k — mers, sem repeticao, sao AT, TG, GG, TC, GC, CT, CG. O grafo
gerado é ilustrado na Figura 3.6.

Figura 3.6: Exemplificacao de um grafo de De Bruijn.

Reconstrucao de um grafo de De Bruijn

Para obtermos a sequéncia que gerou os reads utilizados para gerar um grafo de De Bruijn,
basta construir um caminho euleriano no grafo gerado, ou seja, um caminho que passa
por todas as arestas uma tunica vez. No exemplo utilizado na secao anterior, o caminho
euleriano é dado pela sequéncia do vértices:
AT - TG - GG —- GC - CT - TC — CG.

A sequéncia final é gerada pela sobreposi¢ao de (k — 2) — mers dos vértices, gerado pelo
caminho euleriano, logo ela ¢ ATGGCTCG.

Alguns fatores podem ocasionar problemas na reconstrucao de um grafo de De Bruijn,
entre eles estao os erros de sequenciamento, que podem gerar erros de montagem, como
sequéncias erradas (Figura 3.7-a) ou "bolhas", ocorrendo quando ha mais de um cami-
nho euleriano a ser percorrido no grafo (Figura 3.7-b), e, repeticdo de sequéncias, que
formarao topologias diferenciadas no grafo, aumentando o uso de memoria e o tempo de
processamento dos dados (Figura 3.7-c).
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Figura 3.7: (a) Erro de sequenciamento causando uma reconstrucao errada. (b) Erro de

sequenciamento causando "bolhas"no grafo durante a reconstrucao. (c¢) Repetigoes nas
sequéncias geram topologias singulares e aumento no tempo de processamento dos dados.

Pensando em montagem de transcritomas, programas como Trinity, Oases, IDBA-Tran,
utilizam a estratégia de grafo de De Bruijn para montar transcritos a partir dos reads.

3.2.3 Montagem com genoma de referéncia

Montagem com genoma de referéncia é uma estratégia com alto indice de qualidade, j&
que o genoma contribui com informacoes detalhadas sobre inicio e fim dos genes, como
também informacdes sobre éxons e introns. Atualmente a estratégia mais utilizada para
uma montagem com genoma de referéncia ¢ usando a combinagao de programas TopHat
e o pacote Cufflinks. Estes programas fazem o alinhamento dos reads e montagem dos
transcritos, calculando sua abundancia e anélises estatisticas de expressao diferencial.

3.2.4 Comparacao de estratégias de montagens

Segundo Lu et al., 2013 [22]|, geralmente montagens de novo requerem um tempo de
processamento e uso de memoria maior do que com genomas de referéncia. O programa
Oases, por exemplo, consome muita memoria, mas é executado de forma rapida. Ele ainda
cita que montadores de novo encontram mais transcritos do que deveriam, em relacao a
anotacao curada, sendo que muito deles sao pequenos fragmentos. Além do mais, nao
existe uma maneira facil de escolher o melhor método de montagem, sendo a melhor
escolha feita dependendo do contexto concreto da analise. Lu et al. [22| ainda sugerem
ainda que para a criacao de um melhor transcriptoma de referéncia, deve-se combinar as
montagens de novo com as de genoma de referéncia.
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Para obter melhores montagens para um transcriptoma de referéncia, os parametros pa-
droes devem ser desconsiderados. Segundo Li et al. [17] montagens com parametros
padrdes tém resultados piores do que montagens com parametros ajustados. A fim de
gerar um transcriptoma mais completo, podem-se gerar montagens com varios k — mers
diferentes e entao, posteriormente, fazer uma combinacao dessas montagens.

Pensando neste aspecto, He et al. [10] sugerem novas nomenclaturas a respeito de tipos
de montagens que foram usadas neste projeto. Existem trés tipos de montagens pensando
em gerar um transcriptoma de referéncia e possiveis parametros: SASP (Single-Assembler
Single-Parameter), SAMP (Single-Assembler Multiple-Parameters) e CDTA (Combined
De novo Transcriptome Assembly). A estratégia SASP consiste em montar um transcrip-
toma de novo usando somente um determinado montador, a estratégia SAMP consiste em
realizar diversas montagens, variando os possiveis parametros de um montador, e posteri-
ormente combiné-las utilizando, por exemplo, 0 CAP3 [11], e a estratégia CDTA consiste
em combinar varias montagens de varios montadores e posteriormente junti-las em uma
tnica montagem, utilizando,por exemplo, o programa CAP3.

3.3 Mapeamento

Em uma anélise, com o objetivo de encontrar transcritos diferencialmente expressos, o
primeiro passo antes de estimar sua abundancia é saber a posi¢ao de cada read no genoma
ou no transcriptoma. Para tal, o processo de procurar a melhor posi¢ao de cada read em
um genoma ou transcriptoma de referéncia é chamado de mapeamento.

O processo de mapeamento geralmente é lento, devido ao tamanho do genoma em que
devemos procurar a melhor posicao para todas os reads do experimento. Para medir a
eficiéncia de um mapeador, programa que faz o mapeamento, leva-se em consideracao o
seu algoritmo, tempo de processamento e uso de memoria.

Segundo Schbath et al., 2012 [36]), os algoritmos mais utilizados por mapeadores sao:
Hashing e Transformac¢do Burrows-Wheeler (BWT) |37|. A estratégia de Hashing se
baseia em indexar os reads utilizados ou o genoma de referéncia. A estratégia BWT é
dividida em dois grandes algoritmos, a arvore de sufixos e a matriz de sufixos.

A maneira mais simples de encontrar todas as ocorréncias de uma leitura, se nenhum
gap, consiste em "deslizar"o read ao longo da sequéncia do genoma e observar as posicoes
em que existe um match. Infelizmente, apesar do conceito simples, este algoritmo tem
complexidade O(LgL,N,) onde Lg é o tamanho da sequéncia do genoma, L, o tamanho
do read e N, é o nimero de reads.

Entretanto, para ser eficaz, todos os métodos devem conter com uma etapa de pré-
processamento. Por exemplo, é teoricamente praticavel compilar uma lista de todas as
palavras de comprimento 36 (36-mers) que sdo encontrados no genoma e determinar de
uma vez por todas as suas posigoes. Entao, podemos usar um algoritmo de hashing para
transformar uma sequéncia de caracteres em uma chave que permite uma pesquisa rapida.
A estratégia de hashing é baseada em indexar os reads no genoma de referéncia.
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Figura 3.8: O algoritmo de hashing. (A) O genoma é dividido em 3-mers, e as suas
respectivas posi¢oes no genoma sao armazenadas. (B) O read é dividido em 3-mers. Os
3-mers a partir dos reads sao comparados com os 3-mers a partir do genoma, utilizando
um procedimento de hashing. (C) Posigoes para cada read sao ordenadas e comparadas
com a das outras sementes. (D) posi¢oes compativeis sao mantidas.(Figura extraida de
Schbath et al., 2012 [36]).

Uma desvantagem do método de hashing é que as sementes podem ser altamente repetidas
no genoma. Como consequéncia, muitos hits devem ser verificadas na fase de "estender",
que é demorado. Outra abordagem é dividir cada read em quatro substrings de 9 nucleo-
tidos de comprimento. Entao, como anteriormente, a cada substring de um read pode
ser combinado utilizando a lista de 9-mers (Figura 3.8-B). Se as quatro subsequéncias de
um read sao encontradas na lista, na ordem correta e adjacentes uns aos outros, existe o
read no genoma (Figura 3.8-C, D). No entanto, este algoritmo néo permite considerar a
desemparelhamentos.

Uma arvore de sufixos é uma arvore em que existe uma correspondéncia de um-para-um
entre os caminhos a partir da raiz para as folhas e os sufixos existentes em uma cadeia
de caracteres, em outras palavras, para todos os sufixos desta cadeia existe um caminho
da raiz a uma folha em arvore (Figura 3.9). Observe que alguns espaco sao salvos uma
vez que todos os sufixos nao sao explicitamente escritos. Na verdade, os algoritmos atuais
constroem arvores de sufixo cujo tamanho é proporcional ao do genoma, e o tempo também
é proporcional ao tamanho do genoma.
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Figura 3.9: Arvore de sufixo do genoma GATTACA. Os circulos duplos representam que
o sufixo, existente no genoma, termina o ramo da arvore. (Figura extraida de Schbath et
al.,2012 [36]).

A estratégia de matriz de sufixo foi desenvolvida a fim de melhorar o processamento dos
sufixos quando o genoma é grande, dificuldade encontrada na estratégia de arvores de
sufixos. A sua estratégia é baseada na geracdo de uma matriz de sufixos, ordenados
lexicograficamente. Primeiramente sao gerados todos os sufixos do genoma e suas po-
sicoes no genoma, e posteriormente a matriz é gerada a partir das posicoes dos sufixos
lexicograficamente ordenados.

Segundo Langmead et al. [14], mapeadores que usam a estratégia de BWT sdo mais
eficientes do que as que usam Hashing. Os mapeadores de reads curtas mais utilizados de
estratégias BWT sao TopHat [41], Bowtie [15], Bowtie2 [14] e BWA [18]. A diferenca entre
os mapeadores Bowtie, Bowtie2 e BWA estdo no modo de operacao da read no genoma, o
tamanho maximo aceito do read e principalmente seu tempo de processamento. O tempo
de processamento do mapeador Bowtie2 supera em trés ordens de grandeza o BWA e
ainda é uma otimizacao do Bowtie, tendo como principal diferenca a permissao de indels.
Ha estudos [14,16,21, 35] que mostram que a acuracia entre os trés mapeadores sao bem
parecidas, e muito altas, favorecendo o niimero de reads verdadeiramente mapeadas. Os
experimentos que possuem reads single-ends sao melhores mapeados utilizando Bowtie2,
ja experimentos que utilizam reads paired-ends sao melhores mapeados tanto por Bowtie2
ou BWA.

O mapeamento genoémico, como o transcriptémico, possuem certas vantagens e desvanta-
gens. No gendmico, uma vantagem seria, além do genoma ja anotado, a possivel desco-
berta de novos genes e isoformas; ja as desvantagens se voltam para a dificuldade de lidar
com splicings e interpretar introns, e a necessidade do genoma para decidir as coordena-
das dos transcritos. No transcriptomico de novo, que nao utiliza genoma de referéncia,
pensando nas vantagens, estao a facilidade de predizer a abundancia dos transcritos, e
a nao necessidade de lidar com introns; ja as desvantagens seguem para a descoberta de
genes, que possivelmente pode conter erros.
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3.4 Determinacao da abundéancia

A partir do mapeamento, temos a possibilidade de quantificar quantas reads foram mape-
adas em cada transcrito ou gene de interesse. Para visualizagao de mapeamentos podemos
utilizar ferramentas como o samtools tview [19] ou o IGV [12] (Figura 3.10).

3.159 hp

b 1.000 bp 2.000 b 2000 bp
| | | | |

Figura 3.10: Exemplo da visualizacao de um mapeamento através do programa IGV.
No visualizador ¢ mostrado o tamanho do transcrito pelo tamanho da seta horizontal,
no exemplo, o tamanho seria de 3.159 bp. As barras cinzas horizontais, apenas parte
delas visiveis na figura, descrevem cada read e sua posicao estabelecida no mapeamento
para um determinado transcrito. Os picos em cinza representam a quantidade de reads
mapeados naquela regiao, sendo que picos maiores indicam um maior ntimero de reads
naquela posicao.

Em programas que estimam a abundéancia de transcritos utilizando genoma de referén-
cia, como no caso do Cufflinks (Figura 3.11), sdo obtidas abundéancias mais precisas em
relacao a referéncia, pois com o genoma, ja se obtém a posicao de genes, éxons e introns.
Nos programas de montagem de novo, como, por exemplo no pipeline do Trinity, a abun-
déancia é estimada utilizando uma abordagem chamada RSEM (RNA-Seq by Expectation
Mazimization) [11] e outra chamada eXpress'.

O RSEM é um estimador de abundancia que se utiliza de evidéncias estatisticas para
prever seus modelos de abundancia. Uma anélise utilizando RSEM consiste em apenas
dois passos. No primeiro passo, um conjunto de referéncias dos transcritos é gerado para
analises posteriores. Em seguida, um conjunto de reads de RNA-Seq sdao alinhados nos
transcritos de referéncia e os alinhamentos resultantes sao usados para estimar abundan-
cias e seus intervalos de confianca (pipeline observado na Figura 3.12).

! http://bio.math.berkeley.edu/eXpress
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Figura 3.11: Estimacgao de abundéancia de transcritos do Cufflinks. (a) Determinagao dos
transcritos a partir de sobreposicao de grafos. (b) Apds o mapeamento dos reads estima-

se a abundancia de cada isoforma gerada na montagem (Figura editada de Trapnell et
al. [8]).
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Figura 3.12: Pipeline utilizado na analise do RSEM para uma montagem de novo. (Figura
editada de Li e Dewey [16].

O estimador de abundéancia eXpress utiliza espago de memoria proporcional ao tamanho
do niimero de fragmentos utilizados. A partir do resultado de um mapeador, como o
Bowtie, pode-se acopla-lo ao eXpress sem precisar carregar o resultado do mapeamento
na memoria, sendo tal fungao uma das suas principais vantagens. Uma vantagem do
eXpress, que o torna apropriado a montagens de novo, é a sua capacidade de resolver
multimapeamentos entre familias génicas, problema que montadores de novo possuem
certa dificuldade de resolver. O algoritmo utilizado para propor abundancias de isoformas
é uma variacao do algoritmo utilizado pelo RSEM.

3.5 Andlise de expressao diferencial

Uma das possiveis utilizagoes de experimentos de RNA-Seq é na busca e identificacao de
genes e/ou transcritos diferencialmente expressos entre duas condigbes. Tais genes sdo
selecionados a partir de uma combinacao de um limiar de mudanca de expressao e corte
de valores significativos, que sao geralmente baseados em p-values gerados por um modelo
estatistico.

A fim de modelar experimentos de RNA-Seq, os modelos estatisticos se utilizam de dis-
tribuigoes discretas (Poisson, Binomial Negativa etc.) em vez de continuas (por exemplo,
Normal) para normaliza¢do dos dados. As ferramentas mais utilizadas na anéalise de ex-
pressao diferencial de genes e transcritos sao edgeR [32], Cufdiff e DESeq [2|. Segundo
Zhang et al. [45], a fim de avaliar uma ferramenta de analise de expressdo, devemos consi-
derar trés fatores: nimero de replicatas, a cobertura da sequéncia e o desbalanceamento
entre os grupos de comparagao.

Segundo Robles et al. [33] e Rapaport et al. [31], quanto maior o niimero de replicatas e a
cobertura utilizada, melhor a acuracia desenvolvida pela ferramenta de anélise de expres-
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sao diferencial. Ambos também citam que nao existe uma ferramenta que se sobressaia
sobre a outra em todos os critérios de qualidade. A comparacao entre métodos de andlises
diferenciais ja renderam muitos artigos [25,31,33,46], e todos citam algumas caracteris-
ticas equivalentes, como a alta precisao da normalizacao de todos os métodos; a baixa
consisténcia do Cuffdiff ao se utilizar baixa cobertura; o alto tempo de processamento do
Cuftdiff, que fornece resultados apds horas de processamento, tempo maior que os outros
métodos, que fornecem em minutos; ambos métodos suportam analises sem replicatas e
a dificuldade do DESeq em lidar com desbalanco entre replicatas.

Para desmistificar essas comparacgoes, os desenvolvedores dos pacotes edgeR e DESeq
publicaram um artigo [3] citando que nenhum método se sobressai em rela¢do ao outro
entre todas as condicoes do estudo. A Tabela 3.5 resume a comparacao dos métodos
utilizados por cada pacote utilizado neste estudo.

Pacote | Versao | Opgoes de normaliza- | Suposta dis- | Teste de ex-
cao tribuicao dos | pressao dife-
read-counts rencial
edgeR 3.8.5 | TMM/Upper- Binomial ne- | teste exato
Quantil/RLE /nenhum | gativa
DESeq 1.18 | DESeq size-factors Binomial ne- | teste exato
gativa
Cuffdiff2 | 2.0 | Geométrica/Uper- Binomial teste-t
quartil/FPKM Beta negativa

Tabela 3.2: Resumo dos métodos utilizados por cada pacote de expressao diferencial.



Capitulo 4

Materiais e métodos

Neste capitulo, abordaremos a metodologia utilizada durante o trabalho na analise dos
dados de RNA-Seq e, posteriormente, a selecao de transcritos verdadeiros positivos, dife-
rencialmente expressos, gerados por montadores de novo.

4.1 Pipeline de RNA-Seq

Uma anéalise de RNA-seq é utilizada na identificacao dos transcritos diferencialmente
expressos entre duas condicoes, realizada a partir dos passos ilustrados na Figura 3.2 e
descritos no Capitulo 3. Em suma, a anélise requer um alto tempo de processamento e
uso de memoria, assim como softwares robustos de anélise.

4.1.1 Dados utilizados

Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos, a partir de projetos vinculados com a
Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuéarias). As bibliotecas utilizadas no
projeto estao resumidas na Tabela 4.1.1.

Organismo Tipo de read | Condigoes Replicatas por condicao | Total de reads
Biblioteca 1 Canis familiaris paired-end | ciclos estrais 4 440.494.292
de ovéarios
. . . . . Tratado _
Biblioteca 2 | Arabidopsis thaliana | paired-end 4 244.167.802
Controle

Tabela 4.1: Resumo dos dados utilizados no desenvolvimento do projeto.

4.1.2 Analise de qualidade

O primeiro passo para uma analise em RNA-Seq é a analise da qualidade da biblioteca.
Para a extragao dos adaptadores foi utilizado o programa SeqyClean v 1.8.10, para dados
Ilumina, nas trés bibliotecas. Em seguida, com o objetivo da anéalise da qualidade de
cada biblioteca, utilizou-se o programa FastQC v.0.10.0. Para analisar a qualidade média
da sua biblioteca é gerado um grafico de Whisker, como mostrado na Figura 4.1.

48



CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS 49

Q s
20 Iiillllllllll
HAAAAE

s gtk
| (AR i
34 n

2 [
30
28
26
24
22
20
pR=)
1
14
12

(= ]

1234567809 1213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 65-67 72-73 78-79 86-87 92-53 98-88
Position in read (bp!

Figura 4.1: Exemplo de uma das analises de qualidade feitas através do software FastQC
de uma biblioteca de Arabidopsis thaliana.

Podemos observar que existem algumas linhas representadas na Figura 4.1. A linha ver-
melha ao centro representa a mediana da qualidade da amostra das bases. A linha azul
representa a média da qualidade da base. O tamanho da caixa amarela é dado pela dife-
renca entre o primeiro quartil e o terceiro quartil, sendo assim, quanto maior a diferenca
entre as qualidades das bases, maior o tamanho da caixa, sendo que neste caso, queremos
minimizar o tamanho. A linha continua vertical sobre cada caixa amarela representa a
dispersao dos dados. Ela representa a menor qualidade entre as bases e o maior valor entre
as bases, entao a fim de maximizar a qualidade da biblioteca, queremos linhas continuas
que nao cheguem a qualidades baixas. Este eixo de qualidade é definido pelo eixo vertical
esquerdo; ja o eixo horizontal representa a variacao das bases da sequéncia.

A andlise de qualidade das bibliotecas de Arabidopsis thaliana e Canis familiaris verifi-
camos que a qualidade média das bibliotecas eram em torno de 30. A porcentagem de
reads, que foram retirados adaptadores Illumina de algumas bibliotecas, foi em torno de
1,5% para Canis familiaris e de 2% para Arabidopsis thaliana.

4.1.3 Montagem

A etapa de montagem é essencial para o estabelecimento de um bom transcriptoma de
referéncia. Varios programas ja foram utilizados para gerar um transcriptoma de novo
ou fizeram parte de pesquisas académicas que compararam cada montador. A Tabela
4.1.3 resume as citacoes contabilizadas no site Web Of Science! até julho de 2015 dos
montadores de nowvo utilizados neste trabalho, sendo previamente escolhidos pelo grande
nimero de cita¢oes (Trinity e Oases) e outro por ser um montador recém lancado (IDBA-
Tran).

'http://apps.webofknowledge.com/
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Montador | Numero de citagoes | Ano de publicagao
Trinity 2004 2011
Oases 478 2012
IDBA-Tran 15 2013

Tabela 4.2: Resumo do nimero de citagoes contabilizadas no site Web of Science de cada
montador (Data de acesso: 26/08/2015).

Para a montagem, utilizando genoma de referéncia, utilizou-se o programa Cufflinks v
2.2.1.0, dentro da plataforma Galaxy 2, uma plataforma que gerencia a utilizacao de
varios programas, de modo a montar um pipeline.

Para as montagens de novo, utilizaram-se os programas Trinity v2.0.4, Velvet-Oases
v0.2.08 e IDBA-Tran v.1.1.1. Nas montagens em que se fez o uso do software Trinity,
adotaram-se, além das opcoes padrao, as opcoes -JM 150G e -min_kmer_cov 2, sendo res-
ponsaveis pela memoria utilizada no médulo Jellyfish e pelo ntimero minimo de cobertura
do kmer, para ele ser utilizado na montagem, respectivamente. J& nas montagens utili-
zando o sofware Velvet-Oases, foi utilizado as linhas de comando, em sua respectiva ordem:

velveth <diretério> <kmer> <arquivo>;
velvetg <diretdério> -read_trkg yes;
oases <diretdrio>

J& nas montagens em que se utilizou o programa IDBA-Tran, escolheu-se, além das opgoes
padrao, as opc¢oes -mink , -maxk e -step, de modo a estabelecer o valor minimo do kmer
a ser utilizado (com —mink 23 e —maxk 31) e o passo de variacao do kmer (com —step 2),
respectivamente.

Como a saida do Cufflinks ¢ um arquivo .gtf,que estabelece cada posi¢ao de genes, éxons
e UTRs, entao para gerar o arquivo do transcriptoma de referéncia, a partir das posicoes
do mapeamento no genoma, usou o programa gffread com a opc¢ao -w, que representa a
opcao de extrair as sequéncias dos transcritos a partir de um arquivo gtf. Ao longo do
trabalho, o transcriptoma gerado, por meio da saida do programa Cufflinks, sera utilizado
como um benchmark, uma vez que ele é o mais proximo da referéncia que se pode obter.

4.1.4 Mapeamento

O mapeamento neste trabalho foi feito utilizando o genoma de referéncia das espécies
estudadas ou o transcriptoma gerado pela montagem de novo. Seguindo o pipeline es-
tabelecido pelo Cufflinks, a partir do seu genoma de referéncia, utilizamos o programa
TopHat para o mapeamento.

Nas montagens de novo, uma vez estabelecido o transcriptoma de referéncia, devemos
mapear os reads de volta nele, visando o estabelecimento do transcrito de origem para os
mesmos. Os mapeadores utilizados foram o Bowtie e Bowtie2. Nas montagens que foram
feitas utilizando o programa Trinity, usamos o ao programa Bowtie com a opcao -all , que
retorna todas as possiveis posi¢oes do read no transcriptoma. Ja nas montagens utilizando

2http://galaxy-project.org
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os programas Velvet-Oases e IDBA-Tran, utilizou-se o mapeador Bowtie2 também com a
opc¢ao -all. Tendo em vista que um read pode ser representada em um transcriptoma de
referéncia por mais em um lugar, a estratégia de permitir reads multi-mapeadas foi usada.
Vale a pena ressaltar que, antes de fazer o mapeamento, deve-se indexar o transciptoma
a ser mapeado. O indexamento do Bowtie e do Bowtie2 foram deitos pelos programas
bowtie-build e bowtie2-build, respectivamente, ambos disponibilizados juntos com os seus
pacotes especificos.

4.1.5 Determinacao da abundancia e analise diferencial

Estimar a abundéancia é, de maneira bésica, observar o mapeamento dos reads sobre o
transcriptoma montado e dizer, por transcrito ou gene, quantos reads mapearam naquela
regiao. Os estimadores de abundancia levam em consideragao o nimero de réplicas, o
tamanho da biblioteca e o tamanho do transcriptoma.

Para estimar a abundancia de transcritos gerados, a partir do Cufflinks, utilizou-se o pro-
grama, Cuffdiff, pacote fornecido junto com o Cufflinks, que além de estimar a abundéancia
dos transcritos por FPKM (fragmentos por quilobase de éxons por milhées de fragmentos
mapeados) também faz a analise de expressao diferencial. Para estimar a abundancia dos
transcritos gerados pelo Trinity, utilizou-se o script align_and_estimate_abundance.pl,
disponibilizado pelo pacote Trinity, com a opcao de -method RSEM, que utiliza o RSEM
como estimador de abundancia. Para a abundancia dos transcritos gerados pelo Velvet-
Oases e IDBA-Tran, utilizou-se o eXpress.

Para a analise de expressao diferencial, usando genoma de referéncia, neste caso transcritos
gerados a partir do Cufflinks, utilizou-se o programa Cuffdiff, pacote do Cufflinks. Para
a andlise dos programas de montagem de nowvo, em todos os casos, utilizou-se o programa
edgeR, ja que existia uma baixa interseccao entre a lista de transcritos diferencialmente
expressos do DESeq e a do Cuffdiff, com significancia estatistica menor que 5% (FDR <
0.05).

4.2 Comparacao de montagens

A determinagao de uma melhor montagem de um transcriptoma ainda é um grande desafio
para a comunidade cientifica. Como a montagem usando genoma de referéncia possui uma
validacao maior, ja que ela utiliza informagoes do genoma, o objetivo deste trabalho, em
relacao a montagem, seria descobrir qual montagem de novo se “aproxima”, com maior
fidelidade, da montagem com genoma de referéncia.

A lista gerada pelos programas de analise de expressao diferencial se difere pelo nome do
transcrito, sendo assim, precisamos fazer a designacao correta de cada nome, comparando
as sequéncias geradas em cada montagem. Para designar o nome que um transcrito possui
na outra montagem, foi feito um blastn entre cada transcriptoma gerado e utilizou-se a
metodologia BBH (Bidirectional Best Hit) [28|: dado um transcrito Xa do transcriptoma
Ta e um outro transcrito Xb do transcriptoma Tb, Xa e Xb sao ditos BBH um do outro
se nao existe ninguém mais similar a Xb do que Xa em Ta, e respectivamente, nao existe
ninguém mais similar a Xa do que Xb em Tb (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Exemplo de um alinhamento entre dois transcriptomas e seus possiveis resul-

tados referentes ao melhor hit.

Espera-se que uma montagem consistente tenha um maior nimero de transcritos com
BBH. Pensando nisso comparamos a porcentagem de BBH gerada em cada montagem de
novo. A referéncia para comparacao das montagens utilizando o organismo Arabidopsis
thaliana foi extraida do site RefSeq, ja a referéncia utilizada na comparacao das montagens
de Canis familiaris foram os transcritos gerados pelo nosso reconstrutor Cufflinks, que
utiliza genoma de referéncia, ji que nosso experimento utilizou cerca de 400 milhoes de
reads, muito superior ao numero de reads utilizado pelo RefSeq para montar sua referéncia,
que foi de cerca de milhoes.

Como a maioria dos transcritos montados a partir de dados de RNA-Seq sao derivadas
de sequéncias de RNA poliadenilado, é esperado que eles gerem proteinas, logo, um bom
transcriptoma teria a capacidade de conservar regioes que dessem origem a certas pro-
teinas. Pensando nisso, neste trabalho foi analisado a qualidade da montagens finais
de transcriptoma utilizando genes de copia tnica (GCU), a partir do banco de dados
BUSCO [39], utilizando 429 GCU.

Primeiramente fizemos um alinhamento tblastn entre os 429 GCU e a montagem feita em
cada caso de teste. Pelo fato do blast produzir alinhamentos locais, nao podemos utilizar
uma critério binéaria (se existe um GCU na montagem ou nao), pois sequéncias podem
produzir scores de alinhamento melhores que outras. Pensando nisso, extraimos a ORF
correta segundo o frame de alinhamento e utilizamos o programa ClustalW2 [40], com
parametros padrao, para a execucao de um alinhamento global entre a ORF traduzida e
o GCU correspondente.

Ao final, para cada montagem, contamos o nimero de ORFs que obtiveram cobertura de
no minimo 70% no alinhamento, em relacao a cada GCU, e somamos os valores do score
de alinhamento global, produzidos pelo ClustalW2, destas ORFs, que chamaremos de W,
ou seja, quanto maior for o valor de W, melhor o alinhamento, implicando em uma melhor
a montagem.

Apobs a analise de expressao diferencial, e tendo convertido os nomes de cada transcrito
entre duas montagens, é feito uma comparacao entre as listas finais de cada anéalise de
expressao diferencial e observamos a quantidade de transcritos em comum. Para analisar
se certa montagem trouxe como resultado transcritos verdadeiros, criamos um fator de
decisao d, representado pela razao entre o nimero de transcritos em comum entre as
montagens sobre o total de transcritos ditos como diferencialmente expressos. Espera-se
que, quanto melhor a interseccao entre as listas, mais perto de reconstruir os transcritos
verdadeiros diferencialmente expressos o montador de novo esta, ou seja, mais proximo
de 1 é o valor de d.
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4.3 Classificacao dos transcritos diferencialmente ex-
pressos

Os programas de anélise de expressao diferencial retornam como saida uma lista de trans-
critos, podendo ou nao conter quimeras geradas por problemas de montagem. Tendo em
vista que sem a obtencao do genoma a montagem fica sujeita a mais erros, um experimento
de RNA-Seq, com o objetivo de validar a expressao de um determinado transcrito em uma
determinada condicao, fica sujeito a validagoes incorretas ao se selecionar um transcrito
para ser validado em bancada. Ao realizarmos testes inciais de escolha de transcritos
diferencialmente expressos em uma analise de RNA-Seq, notamos que a porcentagem de
acerto era em torno de 40%, utilizando o critério Fold-change (FC).

Pensando nestes aspectos, uma classificagao por determinados critérios, que aumentariam
a chance de escolher um transcrito dito verdadeiramente positivo, seria de grande ajuda.
Os critérios empregados neste trabalho para a classificagdo estao resumidas na Tabela 4.3.
O critério 17 é o critério sugerido pela literatura, na qual a selecdo é feita apos gerar
o grafico do Volcano plot [6]. O grafico do Volcano plot exibe os genes/transcritos que
sdo muito expressos (possuem um p-value baixo e um Fold-Change alto, sao ditos up-
requlated) e pouco expressos (possuem um p-value baixo e um Fold-Change baixo, sdo
ditos down-regulated). Para geracdo do critério 17 aplicamos o modulo do log FC, assim
o topo da lista seria formado tanto pelos up-requated e down-regulated.

Critérios Ordem (crescente/decrescente)
Critério 1 Numero de reads decrescente
Critério 2 Fold-change crescente
Critério 3 Fold-change decrescente
Critério 4 P-value/FDR crescente
Critério 5 ORFs decrescente
Critério 6 Nimero de reads e Fold-change (decrescente/crescente)™
Critério 7 Nimero de reads e Fold-change (decrescente/crescente)*
Critério 8 Nimero de reads e ORFs (decrescente /decrescente)™®
Critério 9 | Numero de reads e P-value/FDR (decrescente/crescente)*
Critério 10 Fold-change e Fold-change (crescente/crescente)™
Critério 11 Fold-change e ORFs (crescente/decrescente)™
Critério 12 Fold-change e P-value/FDR (crescente/crescente)™
Critério 13 Fold-change e ORFs (decrescente/decrescente)™®
Critério 14 Fold-change e P-value/FDR (decrescente/crescente)*
Critério 15 P-value/FDR e ORFs (crescente/decrescente)*
Critério 16 Modulo do log(FC) decrescente
Critério 17 | P-value/FDR e Modulo do log(FC) (crescente/decrescente)*

*As ordens sao respectivas aos critérios. Por exemplo, o critério Numero de reads e P-
value/FDR (Critério 9) possui ordem (decrescente/crescente), significando que a lista do
criério Numero de reads foi ordenada de forma decrescente e a do critério P-value/FDR foi
ordenada de forma crescente.

Tabela 4.3: Critérios de classificagao utilizados.
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Cada critério descrito na tabela acima é calculado de uma forma diferente. O ntimero de
reads é calculdo pela soma de todos os reads mapeados por determinado transcrito em
todas as condigoes da anélise; o fold-change é calculado pela razao entre o total de reads
de um determinado transcrito em uma condicao e o total de reads desse mesmo transcrito
em outra condi¢ao; o p-value é a probabilidade de um valor tao ou mais extremo quanto
o observado ocorrer dentro da hipotese nula. Apoés alguns testes, observou-se que o valor
de FDR (p-value ajustado) se comportava de forma igualitaria ao valor de p-value, logo,
colocamos ambos juntos no teste; e para cada transcrito foi extraido o tamanho da sua
maior ORF e esse valor utilizado no critério ORFs.

A ordenagao por dois critérios funcionou da segunte forma: primeiro, ordenamos ambos
os critérios pela forma descrita na Tabela 4.3. Posteriormente, percorremos ambas as
listas até encontrarmos interseccoes entre elas, e essa interseccao seria a lista definida
para ambos os critéros utilizados. A Figura 4.3 exemplifica este método.

Critério A Critério B Critério A N B
Lista transcritos  Lista transcritos Lista transcritos
Transcrito 1 Transcrito 1 Transcrito 1
Transcrito 20 Transcrito 23 Transcrito 376
Transcrito 4 Transcrito 376 Transcrito 44
Transcrito 1045 Transcrito 398 Transcrito 20

Transcrito 376 Transcrito 44 .
Transcrito 44 Transcrito 20 '

Figura 4.3: Exemplo do método de ordenacao com dois critérios. Dado a lista de trans-
critos ordenadas de uma forma pré-estabelecida, para dois critérios distintos, percorremos
ambas as listas e encontramos suas interseccoes. A lista gerada pelas intersecgoes seré
utilizada para comparacao nas etapas posteriores deste trabalho.

Apos a lista ordenada (tanto por um ou dois critérios), verificou-se, em intervalos de 10 em
10 transcritos, quantos eram verdadeiramente diferencialmente expressos. Por exemplo,
analisamos o intervalo de 1 a 10 transcritos e contamos quantos eram verdadeiramente
diferencialmente expressos, em seguida, no intervalo de 1 a 20, e assim por diante. Um
transcrito, nestes intervalos, foi dito como verdadeiramente diferencialmente expresso se
ele tinha correspondéncia com algum transcrito dito diferencialmente expresso pelo Cuff-
diff, gerado pelo pipeline do Cufflinks.

Para dizer se um critério possui mais significancia estatistica em relagao a outro critério,
foi realizado um teste pareado de Wilcoxon [44], utilizando o pacote stats da plataforma
R [30] versao 3.1.0, um teste estatistico ndo paramétrico, que possui como hipotese nula
que ambas as distribui¢oes sao estocasticamente idénticas. Ja que todos os resultados
estao no mesmo intervalo, eles podem entao ser emparelhados. Assumimos que n objetos
estao dispostos em duas observagoes z; e y; para cada objeto i, no qual resultados estao
dispostos em duas amostras z;,...,z, € y;,...,Y,. Para ser executado o teste pareado
de Wilcoxon, com hipotese Hy de que as diferencas entre as amostras seja zero, deve ter
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como requisitos que valor d; = x; — y; seja independente e que as observacoes estejam
distribuidas em intervalos. O algoritmo é dado por:

1. Para cada par de amostra (z;,y;) é calculada sua diferenca d; = x; — y;

2. O valor absoluto das diferencas |d;| é calculado e ranqueado. O valor da sua posicao
de ranqueamento ganha o sinal, sendo positivo se d; > 0 e negativo se d; < 0.
Valores que tenham d; = 0 nao entram no ranqueamento.

3. E calculado o valor de significancia W, dado pela soma dos valores positivos da sua

n

posicao de ranqueamento (W = > d; x R, onde R tem valor +1 se d; > 0, caso
i=1
contrario, R = 0)

4. Se o valor de W > We.iico®, entio certo critério tem significancia estatistica em
relagdo a outro. Em nossos testes utilizamos We.iico = 31, j4 que n = 15 [23].

A diferenca entre o test-t emparelhado para o teste pareado de Wilcoxon é o tipo de
distribuicao assumida pelos testes. No teste-t emparelhado, as diferencas entre os pa-
res devem apresentar uma distribuicao normal, ja no teste pareado de Wilcoxon, por ser
nao-paramétrico, nao leva essa premissa. Isso é observavel ao compara-los entre os testes
estatisticos na presenca de outliers (valores extremos), assim, os outliers desta distribui-
cao distorceriam o resultado do teste-t emparelhado, mas tem impacto limitado no teste
pareado de Wilcoxon.

3Ver Apéndice A.3



Capitulo 5

Resultados e discussoes

Neste capitulo serao apresentados os resultados obtidos ap6s as montagens feitas a partir
das bibliotecas e a analise dos critérios de ordenacao, ambos citados no Capitulo 4.

5.1 Casos de testes

Para a execucao da metodologia de andlise de RNA-seq foram estabelecidos trés conjun-
tos de dados para cada organismo do estudo. Pensando em como os montadores de novo
reagiriam & diminuicao do uso de dados disponiveis para as montagens, foram gerados
casos de testes, a partir do mesmo volume de dados, para verificar como os montadores
reagiriam a certa quantidade de dados, de modo a ocasionar uma grande dispersao entre
as montagens, assim, poderia se determinar uma quantidade de dados minima para a ma-
nutencao de uma boa montagem de novo. A analise de como cada montador se comporta
durante a alteracao dos dados utilizados pode ser respondida pela andlise das tabelas de
resultados de cada montador. Os conjuntos de testes utilizados foram os seguintes:

1. Todos os reads da biblioteca do organismo (Tr).

2. Metade dos reads da biblioteca do organismo (Mr).

3. Somente reads da extremidade R1 da biblioteca do organismo (single-end) (Sr).
Note que o caso Sr e Mr tem o mesmo nimero de reads, mas caracteristicas diferentes.

5.2 Montagens

A partir dos casos de testes gerados para a execucao deste trabalho, citado na Secao 5.1,
foram realizadas montagens com genoma de referéncia e montagens de novo. Como as
montagens feitas a partir dos programas Velvet-Oases e IDBA-Tran foram feitas a partir
da variagao de k-mers, as métricas média, mediana, N50, desvio padrao e nimero de
transcritos gerados foram resumidas como a média aritmética entre todas as montagens
para estes montadores. Nesta secao também sao comparadas as montagens através da
andlise do BBH, como descrito na Segao 4.2.

A Tabela 5.2 mostra o valor das mesmas métricas aplicadas em cada montagem de novo
ao transcriptoma curado de cada genoma. As métricas geradas com genoma de referéncia
utilizando o Cufflinks para cada caso de teste estao resumidas na Tabela 5.2. Analisando

26



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSOES 57

a interseccao dos transcritos gerados pelo Cufflinks e os de referéncia, notou-se uma inter-
seccao de 98% proporcionada pelos dados de Arabidopsis thaliana e de 100% pelos dados
de Canis familiaris. A anotagao gerada pelo Refseq de Canis familiaris possui muito me-
nos transcritos que os gerado pelo Cufflinks em nossa analise (26.107 e 118.712 transcritos,
respectivamente). Este fato se d& pelo modo da geracao de dados, sendo que o Refseq
utilizou menos sequéncias, pelo ano de publicacao dos dados, feita em 2011, e por usarem
dados simulados. Pensando nisso, para o caso de teste usando dados de Canis familiaris
iremos considerar a montagem do Cufflinks como a referéncia para as anélises.

Nimero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrdo | N50 (bp)
Arabdopsis Thaliana* 41.671 1.556,65 1.371 1.105,13 1.912
Canis familiares™* 26.107 2.248,23 1.749 2.234,70 3.680

Tabela 5.1: Resumo das métricas de montagem referente aos cDNAs de referéncia anota-

dos.
*)
(**)

Dados disponiveis em ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-81/fasta/canis_familiaris/

Dados disponiveis em ftp://ftp.arabidopsis.org/Sequences/blast_datasets/TAIR10_blastsets/

Niumero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrao | N50 (bp)
Arabidopsis thaliana 65.658 1.883,45 1.583 1.373,82 2.335
Canis familiaris 118.712 3.995,69 3.275 3.292,81 5.782

Tabela 5.2: Resumo das métricas de montagem referente ao Cufflinks

5.2.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana € um organismo modelo no estudo da genética, ja que trabalhos com
seu genoma vem sendo desenvolvidos desde o inicio de seu sequenciamento no ano de 1996.
Ela foi utilizada nos testes pela disponibilizacao dos dados e por ser um organismo modelo.
Abaixo estao descritas as métricas de livre referéncia geradas a partir dos montadores de

novo.
Nimero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrao | N50 (bp)
Tr 48.103 1.024,83 789 1.182,11 1958
Mr 43.114 1.228,52 872 1.144,51 1911
Sr 43.094 1.208,57 849 1.134,68 1883

Tabela 5.3: Resumo das métricas de montagem referente ao montador de novo Trinity.

Nuamero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrao | N50 (bp)
Tr 94.361 1.661,14 1.318 1.349,84 2.319
Mr 76.907 1.792,96 1.482 1.396,80 2.387
Sr 74.521 1.646,83 1.354 1.255,48 2.183

Qases.

Tabela 5.4: Resumo das métricas de montagem referente ao montador de novo Velvet-
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Nimero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrao | N50 (bp)
Tr 51.820 1.110,55 769 968,14 1.578
Mr 50.424 1.267,28 949 1.049,84 1.772
Sr 48.574 1.384,34 1.077 1.120,08 1.912

Tabela 5.5: Resumo das métricas de montagem referente ao montador de novo IDBA-Tran

A analise de comparacao das métricas de livre referéncia para o caso de teste de Arabi-
dopsis thaliana tomou como referéncia os dados descritos na Tabela 5.2. Os transcritos
gerados pelo Cufflinks foram em maior nimero em relacao aos dados de referéncia, mos-
trando que o Cufflinks encontrou mais transcritos, sendo estes verdadeiros ou nao. O
montador de novo Trinity foi o que mais se aproximou da referéncia nas métricas niimero
de transcritos, desvio padrao e N50. O montador Velvet-Oases se aproximou mais em
relacao & referéncia na métrica mediana, e o montador IDBA-Tran na métrica tamanho
médio.

Em ambos os montadores de novo houve uma diminuicao no ntimero de transcritos gerados
alterando o tamanho da biblioteca, mas, vale ressaltar que o tamanho dos dados das
bibliotecas Mr e Sr sao iguais, mudando somente o tipo de dado (paired-end e single-end),
mostrando a partir das tabelas que, apesar de préoximas, as montagens sao diferentes pelas
métricas apresentadas.

5.2.2  Camis familiaris

Canis familiaris, mais conhecido como cachorro, é um organismo muito util na area de
pesquisa médica devido a sua variacdo morfologica e genética. A criacao de caes e a
combinagao de individuos geraram ragas caninas que sao mais sucetiveis a doenc¢as como
cancer, cegueira e problemas cardiacos, tal fato que leva cientistas a usarem tais ragas em
pesquisas. Utilizamos neste estudo dados de cachorro devido a sua complexidade, ja que
ele é pertencente do reino Animalia. Abaixo estao descritas as métricas de livre referéncia
obtido por cada montador de nowvo.

Nuamero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrao | N50 (bp)
Tr 193.227 942,63 427 1.258,75 1978
Mr 130.383 1.014,80 449 1.296,80 2144
St 126.008 1.029,56 467 1.289,58 2123

Tabela 5.6: Resumo das métricas de montagem referente ao montador de novo Trinity.

Nuamero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrao | N50 (bp)
Tr 220.508 1.418,20 789 1.636,86 2.423
Mr 135.146 1.606,75 913 1.757,62 2.802
Sr 139.882 1.655,48 959 1.775,62 2.849

Tabela 5.7: Resumo das métricas de montagem referente ao montador de novo Velvet-

Oases.
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Nimero de transcritos | Tamanho médio (bp) | Mediana (bp) | Desvio Padrao | N50 (bp)
Tr 225.065 800,02 930 765,56 995
Mr 158.358 883,13 047 914,17 1.200
Sr 140.291 944,39 279 982,6 1.334

Tabela 5.8: Resumo das métricas de montagem referente ao montador de novo IDBA-Tran

Os montadores de novo Trinity, Velvet-Oases e IDBA-Tran para ambos os casos de testes
conseguiram manter o valor das métricas tamanho médio, mediana, desvio padrao e N50,
independente da variacao de dados, observando uma menor sensibilidade para o volume
de dados utilizados em sua montagem.

Como ja mencionado, as bibliotecas Mr e Sr possuem o mesmo tamanho, mudando so-
mente o tipo de dado (paired-end e single-end), mostrando a partir das tabelas que, apesar
de préximas, as montagens sao diferentes pelas métricas apresentadas.

Em relagao ao ntimero de transcritos gerados, ambos os montadores geraram transcri-
tos a mais que o de referéncia descrito na Tabela 5.2, fato que mostra a tendéncia dos
montadores de novo gerarem transcritos falsos positivos.

5.2.3 Analise do BBH

A anélise de BBH descreve se duas montagens possuem transcritos em comum através
da similaridade da sequéncia. Avaliar o BBH entre duas montagens pode definir uma
comparagao, neste caso uma montagem de novo em relagao a referéncia, e dizer se ela foi
bem sucedida ou nao. Uma montagem é dita bem sucedida se ela consegue reconstruir
uma maior porcentagem de transcritos em relagao a referéncia. As tabelas 5.2.3 e 5.2.3
mostram a razao entre o total de transcritos com BBH e o total de transcritos montados
por cada montador de novo em seu respetivo caso de teste.

Trinity | Velvet-Oases | IDBA-Tran
Tr | 0.84 0.44 0.62
Mr | 0.86 0.52 0.67
Sr | 0.85 0.50 0.65

Tabela 5.9: Razao entre o total de transcritos com BBH e o total de transcritos montados
para os dados de Arabidopsis thaliana.

Trinity | Velvet-Oases | IDBA-Tran
Tr | 0.56 0.48 0.42
Mr | 0.74 0.71 0.58
Sr | 0.72 0.67 0.54

Tabela 5.10: Raz&o entre o total de transcritos com BBH e o total de transcritos montados
para os dados de Canis familiaris.
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Analisando as tabelas 5.2.3 e 5.2.3 notamos que quanto maior o volume de dados, mais
falsos positivos podemos encontrar, ocasionado pela diferenca entre o caso de teste Tr e os
Mr e Sr. Além disso, o montador de novo Trinity conseguiu uma maior porcentagem de
reconstrucao dos transcritos montados, representando uma melhor montagem em relacao
a anotacao. Ainda podemos notar que as porcentagens de reconstrucao entre os casos de
teste Mr e Sr, apesar de proximos, sofrem alteragao devido ao tipo de dado estudado.
Para o organismo Canis familiaris, o caso de teste Tr teve uma menor porcentagem de
reconstrucao, pois o nimero de transcritos com BBH em sua montagem (56 % da ordem
de 193 mil) é maior que a dos outros casos de teste Mr e Sr (74 % da ordem de 130
mil e 72% da ordem de 126 mil, respectivamente), mostrando que apesar de uma maior
eficiéncia, o nimero de falsos positivos montados pelo caso Tr foi maior que o Mr e Sr.

5.2.4 Avaliacao intrinseca de montadores de novo

Pensando em uma métrica intrinseca que avaliasse um montador de novo, ou seja, que
nao utilizasse um genoma de referéncia para validacao, verificaremos sua capacidade de
encontrar genes de copia tnica (chamaremos de GCUs) em eucariotos, utilizando 429
GCUs do banco de dados BUSCO. As tabelas 5.2.4, 5.2.4 e 5.2.4 abaixo resumem esta
andlise, juntamente com o valor de W, e os resultados do Cufflinks. No Apéndice A.1
deste trabalho foram colocados todos os GCUs e quais foram encontrados em cada caso
de teste.

Montador | Caso de teste | Total de GCUs encontrados | Porcentagem representativa (%) | Valor W
Tr 319 74.35 156.719
Trinity Mr 312 72.72 152.415
Sr 310 72.22 151.120
Tr 296 68.99 104.038
Velvet-Oases Mr 291 67.83 102.182
Sr 287 66.89 100.345
Tr 246 57.34 86.832
IDBA-Trans Mr 243 56.64 85.112
Sr 240 55.94 84.016

Tabela 5.11: Porcentagem de GCUs encontrados em cada analise por cada montador de
novo para o organismo Arabidopsis thaliana dividido por casos de teste. O total de GCUs
encontrados sao aqueles que obtiveram alinhamentos com cobertura de pelo menos 70%.
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Montador | Caso de teste | Total de GCUs encontrados | Porcentagem representativa (%) | Valor W
Tr 337 78.55 208.318
Trinity Mr 333 77.62 206.845
Sr 332 77.38 205.776
Tr 212 49.41 99.558
Velvet-Oases Mr 208 48.48 97.110
Sr 208 48.48 96.530
Tr 191 44.52 84.625
IDBA-Trans Mr 182 42.42 79.234
Sr 180 41.95 78.212

Tabela 5.12: Porcentagem de GCUs encontrados em cada analise por cada montador de
novo para o organismo Canis familiaris dividido por casos de teste. O total de GCUs
encontrados sao aqueles que obtiveram alinhamentos com cobertura de pelo menos 70%.

Organismo Total de GCUs encontrados | Porcentagem representativa (%) | Valor W
Arabidopsis thaliana 371 86.48 238.465
Canis familiaris 361 84.14 278.688

Tabela 5.13: Porcentagem de GCUs encontrados em cada organismo pelo Cufflinks. O
total de GCUs encontrados sao aqueles que obtiveram alinhamentos com cobertura de
pelo menos 70%.

Ao analisarmos as tabelas acima, considerando o somatorio dos scores de alinhamento
global entre a ORF do transcrito montado e a proteina correspondente (Valor W), notamos
que o montador de novo Trinity se sobressai em relacao aos outros em todos os casos de
teste, e em ambos os organismos. Inclusive o montador Trinity é o que mais encontra
GCUs em ambos os casos de teste, em relacao aos outros montadores.

Em relacao ao melhor montador nesta anéalise, neste caso o Trinity, podemos notar que
os casos de teste Mr e Sr, que sao diferentes somente pelo tipo de dado e nao pelo volume
de dado, possuem Valor W diferentes, mesmo sofrendo pouca alteracao.

O Cufflinks, que utiliza genoma de referéncia para a geracao de transcritos, para o orga-
nismo Arabidopsis thaliana encontra um ntimero de GCUs proximo ao montador de novo
Trinity, mas o valor W & muito superior, certa de 52% maior, fato devido ao alinhamento
global produzir um maior score. Para organismo Canis familiaris apesar do montador de
novo Trinity encontrar quase o mesmo nimero de GCUs que o Cufflinks, o valor W para
o Cufflinks é superior, cerca de 33% maior. Fatos esperados, ja que o Cufflinks utiliza
genoma de referéncia em sua geracao de transcritos.

Essa métrica intrinseca proposta neste trabalho leva em consideragao fatores apenas pre-
sentes na montagem e, sem depender de referéncia, pode dizer se um transcriptoma foi
corretamente montado. Os GCUs devem aparecer em analises com genomas eucariotos
(se os mesmos tiverem expressos) e se o montador de novo conseguir reconstruir uma
maior porcentagem desses genes, pode-se dizer que melhor foi a montagem realizada por
tal.
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5.3 Tempo de processamento e memoria utilizada nas
montagens de novo

Um fator que deve ser levado em consideragao para montagens é o alto custo de proces-
samento dos dados, quando nao se tem o genoma de referéncia. Pensando neste fato, e
na sensibilidade do algoritmo de cada montador em relacao aos dados utilizados, foram
gerados graficos mostrando tanto o tempo de processamento utilizado em cada caso de
teste por cada montador (Figura 5.1), quanto a memoria utilizada no processo (Figura
5.2). Em cada figura os casos de teste referente ao organismo Arabidopsis thaliana contém
um sufixo -A’ e os referente ao organismo Canis familiaris contém um sufixo -C’. Os
testes foram realizados em um servidor, contendo as seguintes configuracoes:
e Um Head Node contendo 2 processadores AMD Opteron Sixteen-core 6376 de 2.3
Ghz, 16 Mb de cache com 256 GB de memoéria RAM DDR3 de 1600 MHz.
e Um Service/Data Node contendo 2 processadores AMD Opteron Sixteen-core 6376
de 2.3 Ghz, 16 Mb de cache com 128 GB de memoéria RAM DDR3 de 1600 MHz.
e Cinco Compute Nodes contendo 4 processadores AMD Opteron Sixteen-core 6378
de 2.4 Ghz, 16 Mb de cache com 512 GB de memoéria RAM DDR3 de 1600 MHz.
e Um Compute Nodes contendo 16 processadores Intel(R) Xeon(R) de 2.4 GHz, 16
MB de cache (160 ntcleos) com 2 TB de meméria RAM DDR3 1600 MHz.
e Dois Compute Nodes contendo 8 processadores Xeon 6-core de 2.00 GHz com 18
Mb de cache com 512 GB e 1 TB de memoria RAM.
e Um Compute Node com 4 processadores Six-Core AMD Opteron(tm) de 2.4 GHz
com 256 GB de meméria RAM.

Tempo de processamento

i
%y}
(=]

=
[=]
(=]

(<3}
un
[}

300

250
B Trinity
200
W velvet-Oases
150 IDBA-Tran
100 I
O 4 T d T T i:'
Tr-A Mr - A

T
5r-A Tr-C Mr-C Sr-C

Tempo em milhares de segundos

Ln
=]

Casos de teste

Figura 5.1: Resumo do tempo de processamento das montagens de novo dividido por caso
de testes e montadores.
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Uso de memoria
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Figura 5.2: Resumo da memoria utilizada durante as montagens de novo dividido por
caso de testes e montadores.

Analisando o grafico na Figura 5.1 observamos que os algoritmos dos montadores de novo
levam um tempo razoavel para seu processamento, variando entre 24 e 168 horas. Os
algoritmos dos montadores sao sensiveis a alteracao do volume de dados utilizados na
montagem, assim como o tipo de dado. Para os casos de teste que utilizam o volume
total de dados (casos de teste Tr) o tempo de processamento em relacao aos que utilizam
metade do volume (casos de teste Mr) e os com tipo de dados diferentes (casos de teste
Sr) o tempo de processamento é muito maior. Ainda a partir desse resultado pode-se
observar que o tipo de dado interfere na sensibilidade do algoritmo em relagao ao tempo
em ambos os montadores de novo, com excecao do Velvet-Oases.

Analisando a Figura 5.2, percebemos claramente que computadores pessoais, que possuem
tipicamente até 8GB de memoéria RAM, nao possuem memoria suficiente para realizar uma
montagem de novo, que necessita em média de 116 GB para o Trinity, 365 GB para o
Velvet-Oases e 29 GB para o IDBA-Tran, sendo possivel somente com o uso de servidores,
por exemplo. O montador de novo Velvet-Oases é quem mais utiliza memoria para a sua
montagem, principalmente na fase de gerar o grafo. Pelo grafico podemos notar que
o montador Trinity nao altera seu uso de memoria pela variacao do volume de dados
utilizados ou o tipo de dado. O montador de novo que menos requer memoria e tempo de
processamento é o IDBA-Tran, ja que seu algortimo de montagem se utiliza da montagem
anterior para realizar uma nova montagem com k-mers diferentes, diminuindo o tempo
de processamento para um novo grafo ser gerado.
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5.4 'Transcritos diferencialmente expressos gerados

A partir da lista de transcritos ditos como diferencialmente expressos por cada montador
de novo foi feita a comparacao com a lista dos transcritos gerados pelo Cuffdiff, consi-
derados verdadeiros, depois da anélise por BBH correspondente. Um fator chamado de
decisao (d) foi criado a partir da razdo entre o nimero de transcritos contidos na inter-
seccao entre os métodos sobre os transcritos totais ditos como diferencialmente expressos,
que avaliaria a porcentagem de transcritos verdadeiros e a quantidade de falsos positivos.
Para os montadores que geraram montagens com diferentes k-mers foi feita uma meédia
dos fatores de decisao para cada caso de teste, como mostra a Tabela 5.4.

Organismo | Trinity | Velvet-Oases | IDBA-Tran
Tr 0.22 0.13 0.14
Arabidopsis thaliana Mr 0.13 0.04 0.06
Sr 0.09 0.03 0.04
Tr 0.55 0.25 0.23
Canis familiaris Mr 0.46 0.19 0.22
Sr 0.45 0.22 0.18

Tabela 5.14: Fatores de decisao por montador e casos de teste.

Pela Tabela 5.4, podemos notar que os fatores de decisao sao baixos, fato que mostra
que os testes de expressao diferencial descrevem muitos transcritos falsos positivos. Para
casos de teste onde a interseccao entre os métodos de montagem foi alta, houve destaque
para o montador Trinity em casos de teste com alto volume de dados (caso de teste Tr).
Pensando em escolher uma determinada lista de transcritos para ser testado em bancada
em uma andlise de Real-Time PCR, por exemplo, necessitamos encontrar um modo de
escolher transcritos verdadeiramente diferencialmente expressos em uma lista que pode
conter transcritos falsos positivos. Para executar tal procedimento, escolhemos alguns
critérios de selecao que ordenados corretamente, fornecessem uma lista com uma maior
chance de um determinado transcrito ser realmente diferencialmente expresso. Tal analise
segue na proxima secao.

5.5 Analise dos critérios de selecao

Tendo como objetivo do trabalho analisar critérios que maximizam a selecao de transcri-
tos verdadeiros positivos apos uma andlise de expressao diferencial em experimentos de
RNA-Seq descritos na Secao 4.3, foram feitas as analises de expressao diferencial de cada
montador para cada caso de teste, e analisado para cada critério qual montador seria mais
eficiente e qual critério maximiza a escolha de um transcrito verdadeiro para o teste de
bancada.

Foram determinados 5 critérios com testes iniciais e suas possiveis combinacoes, totali-
zando um total de 17 critérios. Além disso, foram analisados a quantidade, em porcen-
tagem, do nimero de transcritos verdadeiros em 10 intervalos, variando de 10 a 100, do
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total de transcritos ditos como verdadeiros apds a analise de expressao diferencial. Foi
gerada entao uma matriz 17x10, em que cada posicao continha qual a porcentagem de
acerto naquele intervalo e qual montador tinha gerado aquela porcentagem. Apoés essa
andlise conseguimos determinar qual montador de novo se sairia melhor em encontrar uma
maior porcentagem de transcritos verdadeiros e qual o melhor critério de selecao destes
transcritos.

As montagens feitas com o programa Trinity utilizou k-mer 25. J& as montagens SASP
com o programa Velvet-Oases foram realizadas uma progressao de k-mers, de 23 a 31,
mesma variacao utilizada com o programa IDBA-Trans. Ao final de cada montagem, foi
realizada uma outra montagem SAMP-Oases e SAMP-IDBA, onde o montador CAP3
é utilizado para condensar os resultados das montagens anteriores. Destas montagens
sao liberadas pelo CAP3 arquivos .singlets e .contigs, que representam os transcritos nao
utilizados na montagem consenso e os contigs finais da montagem, respectivamente. A
partir destes arquivos é gerado um arquivo .unigs, que é a juncao dos arquivos .singlets e
.contigs.

Com a ideia de que transcritos montados em todas as montagens, independente da variagao
do k-mer, estardao representados pelo arquivo .contigs, foram feitas mais dois tipos de
montagens: uma montagem utilizando somente o arquivo .contigs, chamada de Contigs-
SAMP, e outra montagem utilizando o arquivo .uniqgs, chamada de Uniqs-SAMP. Para os
montadores Velvet-Oases e IDBA-Tran, foram geradas sete montagens (k-mer23, k-mer25,
k-mer27, k-mer29, k-mer31, Contigs-SAMP e Unigs-SAMP), sendo elas utilizadas para a
escolha do melhor tipo de montagem para cada tipo de dado.

5.5.1 Analise por montador

Para cada montador, em cada caso de teste, foi gerado uma matriz 17x10 (17 critérios x
10 intervalos), na qual cada posi¢ao consta a melhor porcentagem de transcritos verdadei-
ramente diferencialmente expressos em cada intervalo ¢ e critério j. FEm seguida, geramos
uma matriz que representa cada caso de teste, onde cada posicao da matriz representa a
melhor porcentagem obtida por um montador de novo dado tal critério naquele intervalo.
Por exemplo, se utilizando o Critério 1 (Namero total de reads) no intervalo [1,10]| o0 mon-
tador Trinity encontrou 70% dos transcritos verdadeiramente diferencialmente expressos,
o Velvet-Oases encontrou 60% e o IDBA-Tran encontrou 50%, nesta posicao da matriz
que representa o caso de teste constard a melhor porcentagem encontrada, neste caso a
do Trinity de 70%, que sera representado por 0.7.

A partir da matriz que representa cada caso de teste, foi gerado um heatmap onde cada
posicao representa a maior porcentagem de transcritos verdadeiramente diferncialmente
expressos encontrados por um montador de novo. Na Figura 5.3 é representado o heat-
map gerado a partir da matriz para o caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana. A Figura
5.4, a Figura 5.5 e a Figura 5.6 representam o heatmap gerado a partir da matriz para os
montadores Trinity, Velvet-Oases e IDBA-Tran, respectivamente. Abaixo estdao represen-
tados os heatmaps do caso de teste Tr tanto para Arabidopsis thaliana como para Canis
familiaris.
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Figura 5.3: Heatmap representando o caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana. Cada
posicao do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador

de novo dado tal critério em tal intervalo.
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Figura 5.4: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verdadeira-
mente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo Trinity

no caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana.
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Figura 5.5: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Velvet-Oases no caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana.
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Figura 5.6: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
IDBA-Tran no caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana.

A comparacao dos resultados obtidos para o caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana
mostra que o Trinity é o montador de novo que encontra mais transcritos verdadeiaramente
diferencialmente expressos. O heatmap gerado na Figura 5.3 tem mais posicoes geradas
pelo heatmap do Trinity, como mostrado na Figura 5.4. Os outros heatmaps para cada
caso de teste e cada montador de novo estdo no Apéndice A.2. E possivel ainda notar
que o critério que gerou a maior porcentagem de transcritos diferencialmente expressos
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em todos os casos de testes foi o Critério 17 (P-value/PDR e Mddulo de log(FC)).
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Figura 5.7: Heatmap representando o caso de teste Tr de Canis familiaris. Cada posigao
do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador de novo
dado tal critério em tal intervalo.
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Figura 5.8: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verdadeira-
mente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo Trinity
no caso de teste Tr de Canis familiaris.
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Figura 5.9: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Velvet-Oases no caso de teste Tr de Canis familiaris.
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Figura 5.10: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
IDBA-Tran no caso de teste Tr de Canis familiaris.

Como observado no caso de teste Tr de Arabidosis thaliana, os resultados mostram que o
Trinity é o montador de novo que encontra mais transcritos verdadeiaramente diferencial-
mente expressos para o caso de teste Tr de Canis familiaris e, o Critério 17 (P-value/PDR
e Modulo do log(FC)) é o critério que gerou a maior porcentagem de acerto por intervalo.
O critério 17 é composto por dois critérios que conseguem tirar dos dados informagoes
importantes sobre o experimento e montagem. O critério P-value/FDR mostra a probabi-
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lidade de determinado transcrito ser diferencialmente expresso, fato que é complementado
pela grande diferencia de abundancia entre as condigoes, mostrada pelo log(FC).

O critério 9 que também teve um acerto elevado acabou perdendo para o critério 17 devido
ao fato de levar em consideracao o nimero de reads. Por exemplo, em um caso onde o
numero de reads mapeados em ambas as condigoes sao altos, mas nao com uma significante
diferenca, podemos dizer que ele é expresso, mas nao diferencialmente expresso. Entao a
selegao com o critério 9 o deixaria no topo da sua lista ordenada, ja o critério 17 nao.

5.5.2 Validacao estatistica

Para a validagao dos critérios que se destacaram em relacao aos outros, foi feito de teste
pareado de Wilcoxon, com confian¢a de 95%. A partir das tabelas que geraram os he-
atpamp, fica evidente que o Critério 17 (P-value/PDR e Moédulo de log(FC)) se sobresai
em relacao aos demais. Por exemplo, nas tabelas 5.5.2 e 5.5.2, sobre o Critério 17 foram
realizados os testes de classificagao de Wilcoxon e ele obteve significAncia sobre os outros
critérios. Os demais casos de teste estdo disponiveis nas tabelas no Apéndice A.3.

Tabela 5.15: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,
no Caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana para o montador Trinity. A comparacao feita
¢ a do Critério 17 (C7) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica
na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(Cr ]Gl Gl Ci] G [ G G G| Co[Cu|]CulCnlCs]CulCslCi6

[1,10] 1 0.90 | 0.40 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.80 | 0.90 | 0.60 | 0.90 | 0.50 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.5
[1,20] 1 0.950.40 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.90 | 0.85 | 0.55 | 0.95 | 0.55 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.5
[1,30] 1 0.92]0.38 | 0.50 | 0.65 | 0.44 | 0.73 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.60 | 0.40 | 0.58 | 0.56 | 0.80 | 0.46 | 0.48
[1,40] 1 0.95]0.36 | 0.48 | 0.70 | 0.43 | 0.72 | 0.80 | 0.47 | 0.90 | 0.60 | 0.38 | 0.57 | 0.54 | 0.80 | 0.45 | 0.45
[1,50] 1 0.95|0.34 | 0.46 | 0.70 | 0.41 | 0.70 | 0.82 | 0.47 | 0.88 | 0.60 | 0.40 | 0.56 | 0.52 | 0.75 | 0.44 | 0.45

[1,60] 0.9610.90 | 0.33 | 0.43 | 0.75 | 0.40 | 0.67 | 0.80 | 0.47 | 0.86 | 0.55 | 0.38 | 0.55 | 0.50 | 0.75 | 0.41 | 0.42
[1,70] 0.95]0.88|0.30 | 0.42 | 0.75 | 0.40 | 0.64 | 0.78 | 0.45 | 0.85 | 0.50 | 0.38 | 0.54 | 0.47 | 0.70 | 0.42 | 0.40
[1,80] 0.95]10.95|0.28 | 0.40 | 0.80 | 0.40 | 0.63 | 0.75 | 0.41 | 0.85 | 0.50 | 0.40 | 0.51 | 0.46 | 0.70 | 0.38 | 0.40
[1,90] 0.9510.90 | 0.28 | 0.40 | 0.75 | 0.38 | 0.61 | 0.73 | 0.40 | 0.85 | 0.44 | 0.37 | 0.50 | 0.45 | 0.66 | 0.38 | 0.40
[1,100] | 0.95 | 0.86 | 0.27 | 0.40 | 0.75 | 0.38 | 0.59 | 0.70 | 0.40 | 0.80 | 0.40 | 0.38 | 0.47 | 0.45 | 0.63 | 0.41 | 0.40
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Tabela 5.16: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;,1 <17 < 17,
no Caso de teste Tr de Canis familiaris para o montador Trinity. A comparacao feita é
a do Critério 17 (Cy7) em relacao aos demais. O X indica que hé significancia estatistica
na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(oo Ci] G [ G| GG ] G CulCulCunlCislCulCsl C
[1,10] 1 0.70 | 0.40 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 1.00 | 0.50 | 0.60 | 1.00 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
[1,20] 1 0.70 { 0.40 | 0.40 | 0.65 | 0.58 | 0.90 | 0.50 | 0.60 | 0.95 | 0.38 | 0.60 | 0.65 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50
[1,30] 1 0.66 | 0.38 | 0.40 | 0.62 | 0.56 | 0.80 | 0.48 | 0.59 | 0.90 | 0.36 | 0.55 | 0.63 | 0.60 | 0.48 | 0.46 | 0.50
[1,40] 1 0.70 { 0.37 | 0.37 | 0.60 | 0.55 | 0.80 | 0.45 | 0.58 | 0.88 | 0.35 | 0.55 | 0.57 | 0.55 | 0.47 | 0.47 | 0.50

[1,50] 0.95]10.72 | 0.32 | 0.38 | 0.58 | 0.53 | 0.75 | 0.45 | 0.57 | 0.85 | 0.33 | 0.50 | 0.56 | 0.62 | 0.47 | 0.47 | 0.48
[1,60] 0.9410.70 | 0.31 | 0.36 | 0.57 | 0.51 | 0.80 | 0.45 | 0.55 | 0.84 | 0.33 | 0.47 | 0.55 | 0.60 | 0.43 | 0.46 | 0.46
[1,70] 0.9210.70 | 0.30 | 0.38 | 0.54 | 0.50 | 0.68 | 0.43 | 0.54 | 0.82 | 0.31 | 0.46 | 0.51 | 0.55 | 0.42 | 0.44 | 0.45
[1,80] 0.9210.69 | 0.30 | 0.40 | 0.52 | 0.50 | 0.60 | 0.42 | 0.52 | 0.81 | 0.30 | 0.45 | 0.50 | 0.55 | 0.43 | 0.43 | 0.45
[1,90] 0.90 ] 0.64 | 0.29 | 0.41 | 0.50 | 0.47 | 0.55 | 0.40 | 0.50 | 0.80 | 0.28 | 0.44 | 0.50 | 0.52 | 0.42 | 0.44 | 0.43
[1,100] | 0.90 | 0.63 | 0.28 | 0.40 | 0.50 | 0.46 | 0.52 | 0.40 | 0.48 | 0.77 | 0.26 | 0.44 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.45 | 0.42
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Ao analisarmos as tabelas acima e no Apéndice A.3 , podemos concluir que utilizando o
montador de novo Trinity e aplicarmos a selegao pelo Critério 17 (P-value/PDR e Modulo
de log(FC)), obtemos um maior ntimero de transcritos verdadeiramente diferencialmente
exXpressos.



Capitulo 6

Conclusoes e Trabalhos futuros

Ao final deste trabalho podemos concluir que ainda ha muitas dificuldades em analisar
uma montagem de novo e em encontrar isoformas que sejam proximas da referéncia. Sobre
a analise de montagens de novo, devido a alteracao do volume de dados, a quantidade de
verdadeiros positivos (transcritos verdadeiramente diferencialmente expressos) se altera.
Os testes comparativos realizados neste trabalho, como a porcentagem de BBHs por
montador e o valor W na busca de genes de copias tinicas (GCUs) em eucariotos, revela
que o Trinity ¢ o melhor montador de novo.

Este trabalho sugere uma métrica de validacao que pode ser aplicada a reconstrucao de
transcriptomas sob determinadas condicoes, sendo ela a métrica de alinhamento contra
os genes de copias tnicas (GCUs). Nesse caso o montador que melhor reconstruir genes
conservados, mais convicto é o transcriptoma gerado.

Ao realizarmos testes inciais de escolha de transcritos diferencialmente expressos em uma
analise de RNA-Seq, notamos que a porcentagem de acerto era em torno de 40%, utili-
zando o critério Fold-change. Com intuito de fazer uma anéalise de expressao diferencial
maximizando a chance de acerto na escolha de um transcrito verdadeiramente diferen-
cialmente expresso, testamos outros critérios se selecao, inclusive um ja sugerido pela
literatura, e o critério que se destacou foi o de ordenagio por P-value/FDR e Modulo do
log(FC). O montador que mais se aproximou de encontrar transcritos verdadeiramente
diferencialmente expressos sem gerar muitos falsos positivos foi o Trinity.

Para trabalhos futuros, pode se determinar novos critérios de selecao para a andlise de
maximizagao de transcritos verdadeiros e, novos casos de testes para a analise do melhor
montador de novo, podendo ainda analisar a sua sensibilidade em relacao ao volume de
dados para novos casos de teste.
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Apéndice A

Resultados obtidos

A.1 Tabelas da analise dos GCUs

Os GCU contido nas tabelas abaixo foram extraidos do banco de dados do BUSCO *. O
numero de cada GCU foi mantido, para manter a relacao com o banco do BUSCO.

A.1.1  Arabidopsis thaliana

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr

10084 | X | X | X [ X | X | X | X | X |X

101066 | X | X [ X | X | X | X | X | X |X

101455 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

101494 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

101792

102027 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

102374

10237 | X | X | X | X | X | X | X | X | X

102673 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

103500 | X | X | X

103567 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

103854 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

104000

104072 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

104490 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

105787 | X | X [ X | X | X | X | X

10656 | X | X | X | X X

10666 | X | X | X | X | X | X

107021 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

Continua na prorima pdgina

'http://busco.ezlab.org/
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior
IDBA-Trans

GCU

Trinity

Velvet-Oases

Tr

Sr

Tr

Sr

Tr

Sr

107122

10724

107984

dksiks

AEIEI =

tsiks

isiks

A=

ksiks

dksiks

|| |

Sisiks

107993

108031

108196

108225

108277

A AL A A

108369

108604

108655

108683

109520

A A A A

A A AL A A K| K| K| A

st isikslks

110661

110988

111118

111440

AL AL A A | | s s s R A A

S i sik sk sl sl ksl kslkslks

AL AL A R R | | ] s e R R A

S i sik skl bslkslislislkslks

S i siksikslisl ksl ksl islkslks

AL AL A A | o] s s e R | A

sisiks

slksiks

ik

11190

111911

111967

slks

slis

112611

11390

114281

11533

115762

kaiks

115797

116058

Skt siisiisiEsik=ls

S sl isiksitslts

St siisiisiisislbals

St isiisiisiksltslts

sisiisiisiisiisikslbsls

AL A | R | | | s

sk siksits

it

118570

119017

119372

A A

A A

| A

120109

siisiks

A AL A

A AL A

A AL A

A AL A

A A A

12171

12273

>~

o~

b

12446

>~

o~

>~

12503

12632

12776

12786

A AL A

A A A

A AL A

A A A

A AL A

A A A

A A A

A A A

A AL A

12890

Continua na prozima pdagina
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

X | X | XX

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

13177
13653
13721

14004
14025

14187
14507
14782

15263

15336
15489

15858
16098
16404

16677
16703
17219

17368
18012
18235

18676
18841

18979
19189
19339
19380
19530
19798

1997
20005
20110
20575
20636
20889
20937
20938
21113
21220
21580

Continua na prozima pdagina
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr
21650 | X | X | X
22064
22571 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
22825 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23109 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23168 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23244 | X | X [ X | X | X | X [ X | X | X
23270 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23533 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23548 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23551 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23603 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
23681 | X | X | X
23743 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
24411 | X | X [ X | X | X | X [ X | X | X
24617 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
24645 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
24712 | X | X [ X [ X | X | X [ X | X | X
25367 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
25643
2567 | X | X | X | X [ X [ X[ X ]| X |X
25001 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
26000 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
26021 | X | X | X | X | X | X
26044 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
26453 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
26651 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
26641 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
26657 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
26005 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
27773 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
27929 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
27931
28124 | X | X [ X [ X | X | X [ X | X | X
28189 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
28258 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
28286 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
28385 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
28421 | X | X [ X [ X | X | X [ X | X | X

Continua na prozima pdagina
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

Sr

Mr

X

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

X | X | XX

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X] X [ X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

28665
28859
30346
30694
31019
31103
31291
31322
31431

3146
31476
31511

31859
32000
32086
32598
32812

33317
33643
33782

33798
34104
34106
34335

35347
35370
35676
35796
36153
36329
36399
36409
36494
36637

3664

3720
37480

37784
37793
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APENDICE A. RESULTADOS OBTIDOS

Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr
38002
38372 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
38531 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
38726 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
38874 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
38877 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
39240 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
39448 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
39556 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
40266 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
40337 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
40482 | X | X [ X | X | X | X
40771 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
40793 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
40853 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
41083 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
41165
41324 | X | X [ X | X | X | X [ X | X | X
41414 | X | X [ X | X | X | X [ X | X | X
41555 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
41596 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
41608 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
41638 | X | X | X
4174 | X | X | X | X | X | X | X | X | X
41859 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
42401 | X | X [ X | X | X | X [ X | X | X
42408 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
42619 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
42968 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
43132 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
43265 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
4338 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
43393 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
43652
43752 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
43976 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
44022 | X | X | X X | X | X | X | X | X
44116
44633 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr
44714 | X | X [ X | X | X | X [ X | X | X
44787 | X | X [ X | X | X | X | X ]| X | X
4491 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
45012
45275 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
46033 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
46157 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
46335 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
46376 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
46423
46740 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
46794 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
47192 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
47983 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
48422 | X | X | X I X | X | X | X | X | X
484 X[ X [ X[ X[ X [ X |X| X |X
48783 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
49963 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
50215
50336 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
50408 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
5074 | X | X | X[ X[ X [ X[ X ]| X | X
51307 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
51347 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
5171 | X | X | X [ X [ X [ X [ X | X | X
51857 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
51874 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
52007 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
52088 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
52229 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
52278 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
52639 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
52725 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
52909 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
5300 | X | X | X [ X [ X [ X [ X | X | X
53121 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
53341
53371 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
53899 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ X[ X] X | X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X]| X [ X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X]| X | X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ X[ X] X [ X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

5390
53973
54689
54848
35084
35388
95953

9560
55947
55970
56438
97208
97491

37900
28153
28169
08444
58648
28966
59214
99321

2992
60021

60479
60589

610
61341

61383
62016
62559
62598
62604
63015
63486
63582

63670

6367
63890
64129
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr
64334 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
64505 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
64602 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
64707 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
65239 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
65290 | X | X | X | X | X | X | X | X | X
65570 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
66609 | X | X | X X | X | X
66860 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
67316 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
67848 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
67940 | X | X | X | X | X | X
67997 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
68029 | X | X | X | X | X | X | X | X | X
68108 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
68322 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
68638 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
6863 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
6877 | X | X | X | X | X | X | X]| X | X
69366 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
70306 | X | X | X | X | X | X | X | X |X
70662 | X | X | X | X | X | X | X | X |X
7080 | X | X | X[ X[ X [ X[|[X]| X |X
71025 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
711656 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
127 | X | X | X[ X [ X [ X[ X ]| X | X
71430 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
71582 | X | X | X X | X | X
7192 | X | X | X | X [ X [ X[ X ]| X | X
71936 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
72009 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
72039
72882 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
73019 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
73146
73202 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
73262 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
73336 | X | X | X | X | X | X
7363 | X | X | X | X[ X [ X[ X ]| X |X

Continua na prozima pdagina

84
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr
74245 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
75497 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7810 | X | X X | X[ X | X | X ]| X | X
76117
76164 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
76234
76375 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
76469 | X | X | X
76532 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
76601 | X | X | X | X [ X | X | X ]| X | X
77026 | X | X | X | X[ X | X | X ]| X |X
77356
77491 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
77538 | X | X | X[ X [ X | X | X | X | X
7568 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
77808 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
7841 | X | X | X | X | X | X
77991 | X | X | X | X [ X | X | X ]| X | X
78028 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
78139 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
78293 | X | X | X X | X | X
79105 | X | X | X X | X | X
79481 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7959 | X | X | X | X | X | X X | X
7959 | X | X | X[ X[ X [ X[ X ]| X | X
79949 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7999
80337 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
80490 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
8059 | X | X | X X | X | X
80607
80665 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
81405 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
81496 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
81841 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
81876 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
82126 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
82148
82322 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr
82369 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
82570 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
82580 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
82694 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
8413 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
84185 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
84231 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
84276 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
84291 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
84363
84699 | X | X | X X | X | X
84840 | X | X | X | X | X | X
84872 | X | X | X | X | X | X | X | X | X
8568 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X
85806 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
86467 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
87189 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
87390 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
87581 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
87828 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
88190
88303 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
88540 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
88572 | X | X | X | X | X | X
88842 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
8904
89090 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
89116 | X | X | X | X | X | X | X | X | X
89715 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
89858 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
89947 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
90721 | X | X | X X | X | X
91487 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93187 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93191 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93494 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93624 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93746
94134 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
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Tabela A.1 — Continua da pdgina anterior
GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans

94766
94871
94998
9563
9609
96385
96430
9651
96703
96830
98066
98097
98103
98198
98672
98854
98871
99355
99389
99736
Tabela A.1: Tabela de GCUs para o organismo Ara-

e R P P P P P e
e e P P P P P P P P =
e R R P P P P e

I P P P P P P e
I E E B B P P P P P P =
e P P P P P Pt e

A AL A A
sitsiksiks
stk

e B B B B e B B B B e B e B e e R ) e
MM%NMNN%MM%NMMM%%MX%
I R R R R R R e e e e e R e Bl e ] R<A

siiisiisiislts
siisiisiisiislts
Skl

X | X | X

bidopsis thaliana por cada caso de teste. O simbolo X
representa que certos GCUs estao representados no caso
de teste.

A.1.2  Canis familiaris

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr

10084 | X | X | X | X | X | X | X | X |X

101066 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

101455 | X | X [ X | X

101494 | X | X [ X | X | X | X

101792

102027 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

102374

10237 | X | X | X | X | X | X | X | X |X

102673 | X | X [ X | X | X | X | X | X | X

Continua na prozima pdgina



APENDICE A. RESULTADOS OBTIDOS
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IDBA-Trans

GCU

Trinity

Velvet-Oases

Tr

Sr

Tr

Sr

Tr

Mr

Sr

103500

103567

X

X

103854

dksiks

AEIEI =

tsiks

isiks

A=

X
X
X

slks

X

X

104000

104072

104490

| A

o A

A A

105787

10656

10666

107021

107122

S isiisiislks

st siisikslks

Slksiksiks

Stk siisiisiks

slksiksiis

Stk

10724

107984

>~

-

>~

107993

108031

108196

sltsiksdis

~| A

slks

A A

108225

AL AL A A | | s s s R A A

S i sik sk sl sl ksl kslkslks

AL AL A R R | | ] s e R R A

st

sttt

108277

108369

108604
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slialis

Al ]

A A A

108683

109520

>~

>~

110661

110988

AL A A A R S

s EiE s

st siisiksis

Sisiks

>

>~

111118

111440

>~

o~

>~

S

s

>~

11190

111911

111967

112611

A AL A

A AL A

A A A

11390

114281

11533

115762

Aksiis

ksiks

Sisis

115797

116058

A A AL R A K| K| R A

A AL AL ] | | | S| A

Skttt isiisiisiks

st siisiislks

st skl isiks

A A A A A K| K| R A

118570

119017

>~

>

~

X

X

X

X

X

X
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior
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Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

XX [ X [X | X |X

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X ]| X [ X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

20005
20110
20575
20636
20889
20937
20938
21113
21220
21580
21650
22064
22571
22825

23109
23168
23244
23270
23533
23548
23551

23603
23681

23743
24411

24617
24645
24712

25367
25643

2567
25901

26000
26021

26044
26453
26551
26641

26657
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Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X]| X | X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

26905
27773
27929
27931
28124
28189
28258
28286
28385
28421
28665

28859
30346
30694
31019
31103
31291
31322
31431

3146
31476
31511

31859
32000
32086
32598
32812

33317
33643
33782
33798
34104
34106
34335
35347
35370
35676
35796
36153
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior

Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

X | X | X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X] X [ X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

36329
36399
36409
36494
36637

3664

3720
37480

37784
37793
38002
38372
38531

38726
38874
38877
39240
39448
39556
40266

40337
40482
40771
40793
40853
41083
41165
41324
41414
41555
41596
41608
41638

4174
41859
42401
42408
42619
42968
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior

Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

X| X [ XX

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

X | X | X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

43132
43265

4338
43393
43652
43752
43976
44022
44116
44633
44714

44787
44961
45012
45275
46033
46157
46335
46376
46423
46740
46794
47192
47983
48422

484
48783
49963
20215

20336
20408

5074
51307
51347

5171
91857
21874
52007
52088
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior

Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X
XX [ X[ XX [ X [X | X
XX [ X[ X] X [ X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X [X

X | X | X
X | X | X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X] X [ X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X] X [ X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

52229
52278
92639
92725
92909

5300
53121
93341
53371
23899

5390
93973
24689
04848
25084
95388
25553

5560
55947
95970
26438
27208
97491

57900
28153
28169
28444
28648
28966
59214
99321

5992
60021
60479
60589

610
61341
61383
62016
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior

Sr

Mr

Tr

Sr

Mr

Velvet-Oases IDBA—Trans‘

Tr

XX [ X [X | X [X

Sr

Trinity

Mr

Tr

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X ]| X | X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

X | X | X

XX [ XXX [ X [X| X [|X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ X[ X] X | X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ X[ X [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

X | X | X

XX [ XXX [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X [|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X [X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ XXX [ X [X|X|X

XX [ X[ XX [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ X[ X[ X [ X [X| X |X

XX [ XXX [ X [X| X |X

GCU

62559
62598
62604
63015
63486
63582

63670

6367
63890
64129
64334
64505
64602

64707
65239
65290
65570
66609
66860
67316
67848
67940
67997
68029
68108
68322

68638

6863

6877
69365

70306
70662

7080
71025
71165

7127
71430
71582

7192
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr

71936 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
72009 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
72039 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
72882 | X | X | X | X X
73019 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
73146 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
73202 | X | X | X | X [ X | X | X | X |X
73262 | X | X | X | X | X | X X | X
73336 | X | X | X | X | X | X

7363 | X | X | X[ X[ X [ X [|X]| X |X
74245 | X | X | X X | X | X
75497 | X | X [ X | X [ X | X | X | X | X
75810 | X | X X | X [ X | X | X | X | X
76117 | X | X [ X | X | X | X
76164 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
76234 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7637 | X | X | X | X[ X | X | X ]| X | X
76469 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
76532 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
76601 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
77026 | X | X | X | X[ X | X | X ]| X |X
77356
77491 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7538 | X | X X[ X [ X | X | X | X | X
7568 | X | X | X[ X[ X | X | X ]| X | X
7808 | X | X X | X[ X | X | X ]| X |X
7841 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
77991 | X | X X | X [ X | X | X | X | X
78028 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
78139 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
78293 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7910 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
79481 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7959 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7959 | X | X | X[ X[ X [ X[ X]| X |X
79949 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
7999
80337 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
80490 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X

Continua na prozima pdagina
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior
GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans

8059

80607

80665

AEEIE =
=
e
eI e =
=
eI A

81405

81496

81841

81876

82126

82148

it
sttt
slisiksiksiis
sisiisiisits
slisiksiksiis
i

82322

82369

82570

82580

82694

8413

84185

84231

84276

84291

84363

84699

84840

Sl siisitslislislkslks
St siisitslisltslkalls
A A AL A R | | R A | R s
Sttt il bsli=1=1kalls
A A A A R | | R | ] R s
Sl it skl islkslkslls

84872

8568

85806

86467

dksis
ksiks
Sisiks

87189

87390

87581

e B B B B e B B B B e B B B B B et B B B e B e B e e B B R Rl e
1R Rt Rt et et el B Bt I e I e et et et et et el Beed ] I e e e e et e et s E:
el Rl R ] B e B B ] B ] B e B e e e Bl B B e e e e R e Rl e ] <2

A A A R | S
Sttt siisis
Stk siksis

>~ A
| A
A A

87828

88190

88303

88540

88572

88842

8904

89090

89116

Stk siisiEsiisiislts
St isitsiisikslts
SsiisiisiisiEsiisikslts
Sliisisiisitsiisikislts
Siisiisiisitsiisikslts
Sl siEsiisiislbs
St siisiEsiEsiislts
A A AL A R | | A
Ssliisisiisitsiisiislts

89715
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Tabela A.2 — Continua da pdgina anterior

GCU Trinity Velvet-Oases | IDBA-Trans
Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr | Tr | Mr | Sr

89858 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
89947 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
90721 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
91487 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93187 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93191 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93494 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93624 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
93746

94134 | X | X | X | X | X | X

94766 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
94871 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
94998 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
9563 | X | X | X

9609 | X | X | X | X | X | X
96385 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
96430 | X | X | X

951 | X | X | X | X | X | X | X | X
96703 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
96830 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
98066 | X | X | X | X | X | X | X | X | X
98097 | X | X | X | X | X | X
98103 | X | X | X | X | X | X | X | X
98198 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
98672
98854 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
98871 | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
99355 | X | X | X | X | X | X | X | X | X
99389 | X | X | X | X | X | X
99736

Tabela A.2: Tabela de GCUs para o organismo Canis
Familiaris por cada caso de teste. O simbolo X representa
que certos GCUs estao representados no caso de teste.

A.2 Heatmaps dos critérios de selecao

O Apéndice A.2 é composto pelos heatmaps e graficos gerados a partir deles que foram
citados no Capitulo 5, Se¢ao 5.4.2.
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A.2.1 Arabidopsis thaliana
Caso de teste Tr
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Figura A.1: Heatmap representando o caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana. Cada
posicao do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador
de novo dado tal critério por intervalo.
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Figura A.2: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Trinity no caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana.
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Figura A.3: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

Velvet-Oases no caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana.
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Figura A.4: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

IDBA-Tran no caso de teste Tr de Arabidopsis thaliana.
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Caso de teste Mr
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Figura A.5: Heatmap representando o caso de teste Mr de Arabidopsis thaliana. Cada
posicao do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador
de novo dado tal critério por intervalo.
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Figura A.6: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Trinity no caso de teste Mr de Arabidopsis thaliana.
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Figura A.7: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

Velvet-Oases no caso de teste Mr de Arabidopsis thaliana.

[1,10]

[1,20]
[1,30]

04 06 08 1

[1,30]
[1,50]
[1,60]
[1,70]
[1,80]
[1,90]
[1,100]

TNmemMO~maor o030 en
g 22888 88835500555 g
EEEEENEEEREEEEEEE

E E EE E E E E
UOOUUUOUUUUUUOUOO

Figura A.8: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

IDBA-Tran no caso de teste Mr de Arabidopsis thaliana.
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Caso de teste Sr

[1,10]
[1,20]

[1,30]

0.4 06 08 1

[1,30]
[1,50]
[1,60]
[1,70]
[1,80]
[1,90]
[1,100]

Critério.1
Crilério.2
Critério.3
Critério.4
Crilério.5
Crilério .6
Critério.7
Critério.8
Crilério.9

Figura A.9: Heatmap representando o caso de teste Sr de Arabidopsis thaliana. Cada
posicao do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador
de novo dado tal critério por intervalo.

[1,10]

[1,20]
[1,30]

0.4 06 08 1

[1,30]
[1,50]
[1,60]
[1,70]
[1,80]
[1,90]

[1,100]

Crilério.3
Crilério.4
Criléro.5
Crilério .6
Crilério.7
Crilério.8
Crilério.9

oo
g 2
S U ]
E E
o o

Figura A.10: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Trinity no caso de teste Sr de Arabidopsis thaliana.
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Figura A.11: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

Velvet-Oases no caso de teste Sr de Arabidopsis thaliana.
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Figura A.12: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

IDBA-Tran no caso de teste Sr de Arabidopsis thaliana.
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A.2.2 Canis familiaris
Caso de teste Tr
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Figura A.13: Heatmap representando o caso de teste Tr de Canis familiaris. Cada posigao
do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador de novo
dado tal critério por intervalo.
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Figura A.14: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Trinity no caso de teste Tr de Canis familiaris.
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Figura A.15: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

Velvet-Oases no caso de teste Tr de Canis familiaris.
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Figura A.16: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

IDBA-Tran no caso de teste Tr de Canis familiaris.
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Caso de teste Mr
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Figura A.17: Heatmap representando o caso de teste Mr de Canis familiaris. Cada posicao
do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador de novo
dado tal critério por intervalo.
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Figura A.18: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Trinity no caso de teste Mr de Canis familiaris.
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Figura A.19: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

Velvet-Oases no caso de teste Mr de Canis familiaris.
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Figura A.20: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

IDBA-Tran no caso de teste Mr de Canis familiaris.
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Caso de teste Sr
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Figura A.21: Heatmap representando o caso de teste Sr de Canis familiaris. Cada posi¢ao
do heatmap é representando pela melhor porcentagem obtida por um montador de novo
dado tal critério por intervalo.
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Figura A.22: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo
Trinity no caso de teste Sr de Canis familiaris.
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Figura A.23: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

Velvet-Oases no caso de teste Sr de Canis familiaris.
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Figura A.24: Heatmap gerado a partir da matriz de porcentagem de transcritos verda-
deiramente expressos, por cada critério dado certo intervalo, para o montador de novo

IDBA-Tran no caso de teste Sr de Canis familiaris.
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A.3 Tabelas de dados do teste pareados de Wilcoxon

Abaixo estao os resultados dos testes pareados de Wilcoxon. Os testes foram aplicados
para observar a relevancia estatistica do Critério 9 sobre os outros, e estao apresentados
por montador. O valor do We,e0, definido pelo usuario, dado um valor n (nimero de
amostras a comparar) é resumido pela Figura A.25.

nin+1)
Wooos Wool Woozs Woos Woio Woze Woae Woao Wo.so T

n=4 0 0 4] 1] 1 3 3 4 5 10
5 0 0 0 1 3 4 3 6 7.5 15
6 1] 0 1 3 4 6 B 9 10.5 21
7 0 1 3 4 o 9 11 12 14 28
B 1 2 4 4] 9 12 14 16 18 36
9 2 1 O 9 11 15 18 20 22.5 45
10 4 6 9 11 15 19 22 25 275 55
11 6 8 11 14 18 23 27 30 33 66
12 8 10 14 i8 22 28 32 36 39 78
13 10 13 18 22 27 33 38 42 45.5 91
14 13 16 22 26 32 39 44 48 52.5 105
15 16 20 26 31 37 45 51 55 60 120
16 20 24 30 36 43 51 58 63 68 136
17 24 28 35 42 49 58 65 71 76.5 153
18 28 33 41 48 56 66 73 80 #5.5 171
19 33 38 47 54 63 74 B2 89 95 190
20 38 44 53 61 70 83 91 98 105 210
21 44 50 59 68 78 91 100 108 1155 131
22 49 56 67 76 87 1000 110 119 1265 153
23 55 63 T4 84 95 110 120 130 138 176
24 62 70 82 92 105 120 131 141 150 300
25 69 77 90 101 114 131 143 153 162.5 325
26 76 85 99 111 125 142 155 165 1755 351
27 84 94 108 120 135 154 167 178 189 378

31 119 131 148 164 182 205 221 235 248 496

35 160 175 196 214 236 263 283 299 315 630

42 248 267 295 320 349 384 409 431 4515 903
44 277 297 328 354 385 422 450 473 495 990
45 292 313 344 372 403 442 471 495 517.5 1035

46 308 329 362 390 423 463 492 517 5405 1081
47 324 346 379 408 442 484 514 540 564 1128

Figura A.25: Tabela representativa dado um valor n de amostras a serem comparadas e
o valor de W, isico, definido pelo usuario. O valor de W o5, por exemplo, representa uma
confianca de 95%, ou seja, p — value < 0.05.
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A.3.1 Arabidopsis thaliana
Caso de teste Tr

Tabela A.3: Aplicacdo do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;,1 < i < 17,
no Caso de teste Tr. A comparacao feita é a do Critério 17 (C7) em relacdo aos demais.
O X indica que ha significancia estatistica na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé
significancia.

(Ol GG [ G| G Cs [ Gy [CiolCu]CulCus] CulCisl Cu

[1,10] 1 0.90 | 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.80 | 0.90 | 0.60 | 0.90 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.60
[1,20] 1 0.95|0.40 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.90 | 0.85 | 0.55 | 0.95 | 0.55 | 0.40 | 0.75 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.60
[1,30] 1 0.92]0.43|0.50 | 0.65 | 0.44 | 0.75 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.60 | 0.40 | 0.80 | 0.56 | 0.80 | 0.40 | 0.60
[1,40] 1 095|042 |048|0.70 | 0.43 | 0.72 | 0.80 | 0.47 | 0.90 | 0.60 | 0.38 | 0.80 | 0.54 | 0.80 | 0.45 | 0.60

[1,50] 0.96 1095|040 | 0.46 | 0.70 | 0.41 | 0.70 | 0.82 | 0.47 | 0.88 | 0.60 | 0.40 | 0.80 | 0.52 | 0.75 | 0.44 | 0.57
[1,60] 0.95]10.90|0.40 043|075 |0.40 | 0.67 | 0.80 | 0.47 | 0.86 | 0.55 | 0.38 | 0.75 | 0.50 | 0.75 | 0.41 | 0.55
[1,70] 0.95]0.88|0.40 | 0.42|0.75 | 0.40 | 0.64 | 0.78 | 0.45 | 0.85 | 0.50 | 0.38 | 0.68 | 0.47 | 0.70 | 0.42 | 0.50
[1,80] 0.95]10.95|0.40 | 0.40 | 0.80 | 0.40 | 0.63 | 0.75 | 0.41 | 0.85 | 0.50 | 0.40 | 0.62 | 0.46 | 0.70 | 0.38 | 0.50
[1,90] 0.95]10.90|0.38 | 0.40 | 0.75 | 0.38 | 0.61 | 0.73 | 0.40 | 0.85 | 0.44 | 0.37 | 0.61 | 0.45 | 0.66 | 0.38 | 0.50
[1,100] | 0.95 ] 0.86 | 0.36 | 0.40 | 0.75 | 0.38 | 0.59 | 0.70 | 0.40 | 0.80 | 0.40 | 0.38 | 0.59 | 0.45 | 0.63 | 0.41 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.4: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,
no Caso de teste Tr para o montador Trinity. A comparacao feita ¢ a do Critério 17 (Cyr)
em relacao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagdo do teste,
e o - indica que nao hé significancia.

(]l GG [ G| G [ Cs | G [Cuow|[CulCnl]CiulCulCslCl6
[1,10] 1 0.90 | 0.40 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.80 | 0.90 | 0.60 | 0.90 | 0.50 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.5
[1,20] 1 0.95|0.40 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.90 | 0.85 | 0.55 | 0.95 | 0.55 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.5
[1,30] 1 0.92 1 0.38 | 0.50 | 0.65 | 0.44 | 0.73 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.60 | 0.40 | 0.58 | 0.56 | 0.80 | 0.46 | 0.48
[1,40] 1 0.951]0.36 | 0.48 | 0.70 | 0.43 | 0.72 | 0.80 | 0.47 | 0.90 | 0.60 | 0.38 | 0.57 | 0.54 | 0.80 | 0.45 | 0.45
[1,50] 1 0.951]0.34 | 0.46 | 0.70 | 0.41 | 0.70 | 0.82 | 0.47 | 0.88 | 0.60 | 0.40 | 0.56 | 0.52 | 0.75 | 0.44 | 0.45

[1,60] 0.96 1 0.90 | 0.33 | 0.43 | 0.75 | 0.40 | 0.67 | 0.80 | 0.47 | 0.86 | 0.55 | 0.38 | 0.55 | 0.50 | 0.75 | 0.41 | 0.42
[1,70] 0.95]0.88|0.30 | 0.42 | 0.75 | 0.40 | 0.64 | 0.78 | 0.45 | 0.85 | 0.50 | 0.38 | 0.54 | 0.47 | 0.70 | 0.42 | 0.40
[1,80] 0.95]10.95|0.28 | 0.40 | 0.80 | 0.40 | 0.63 | 0.75 | 0.41 | 0.85 | 0.50 | 0.40 | 0.51 | 0.46 | 0.70 | 0.38 | 0.40
[1,90] 0.9510.90 | 0.28 | 0.40 | 0.75 | 0.38 | 0.61 | 0.73 | 0.40 | 0.85 | 0.44 | 0.37 | 0.50 | 0.45 | 0.66 | 0.38 | 0.40
[1,100] | 0.95 | 0.86 | 0.27 | 0.40 | 0.75 | 0.38 | 0.59 | 0.70 | 0.40 | 0.80 | 0.40 | 0.38 | 0.47 | 0.45 | 0.63 | 0.41 | 0.40
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Tabela A.5: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Tr para o montador Velvet-Oases. A comparacao feita é a do Critério
17 (C47) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagao
do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(oo Ci] G [ G| GG ] G CulCulCunlCislCulCsl C

[1,10] 0.9 10.80 | 0.50 | 0.50 | 0.60 | 0.50 | 0.70 | 0.70 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.6
[1,20] 0.9 | 0.75 | 0.40 | 0.50 | 0.60 | 0.48 | 0.70 | 0.66 | 0.45 | 0.70 | 0.45 | 0.40 | 0.75 | 0.50 | 0.65 | 0.45 | 0.6
[1,30] 0.9 1073 |0.43 | 0.48 | 0.57 | 0.43 | 0.66 | 0.65 | 0.40 | 0.66 | 0.40 | 0.40 | 0.80 | 0.48 | 0.63 | 0.43 | 0.6
[1,40] 0.9 1072 |0.42 | 0.47 | 0.55 | 0.41 | 0.65 | 0.64 | 0.40 | 0.65 | 0.40 | 0.35 | 0.80 | 0.47 | 0.62 | 0.42 | 0.57
[1,50] 0.88 1 0.71 | 0.40 | 0.45 | 0.54 | 0.40 | 0.63 | 0.62 | 0.38 | 0.64 | 0.40 | 0.32 | 0.80 | 0.45 | 0.60 | 0.40 | 0.55
[1,60] 0.86 ] 0.70 | 0.40 | 0.45 | 0.52 | 0.38 | 0.61 | 0.61 | 0.37 | 0.62 | 0.38 | 0.31 | 0.75 | 0.45 | 0.60 | 0.40 | 0.52
[1,70] 0.83 1 0.69 | 0.40 | 0.43 | 0.51 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.35 | 0.60 | 0.37 | 0.30 | 0.68 | 0.44 | 0.60 | 0.38 | 0.50
[1,80] 0.82 1 0.66 | 0.40 | 0.41 | 0.50 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.31 | 0.60 | 0.35 | 0.28 | 0.62 | 0.41 | 0.55 | 0.37 | 0.50
[1,90] 0.80 ] 0.65 | 0.38 | 0.40 | 0.48 | 0.38 | 0.58 | 0.60 | 0.30 | 0.60 | 0.33 | 0.27 | 0.61 | 0.40 | 0.50 | 0.36 | 0.50
[1,100] 0.80 ] 0.64 | 0.36 | 0.38 | 0.47 | 0.36 | 0.56 | 0.60 | 0.30 | 0.60 | 0.32 | 0.26 | 0.59 | 0.40 | 0.49 | 0.35 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.6: Aplicacdo do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Tr para o montador IDBA-Tran. A comparagao feita é a do Critério 17
(C17) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicac¢do do
teste, e o - indica que nao ha significancia.

Ciz | Ci | Gy | C3 | Cy | C5 | Cs | Cr | Cg | Oy | Cio | Cui | Cra | Cr3 | Cia | Ci5 | Cie
[1,10] 0.9 10.60 | 0.40 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.50 | 0.60 | 0.40 | 0.40 | 0.60 | 0.50 | 0.60 | 0.50 | 0.6
[1,20] 0.9 10.60 | 0.40 | 0.45 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.55 | 0.50 | 0.60 | 0.40 | 0.40 | 0.55 | 0.50 | 0.55 | 0.45 | 0.6
[1,30] 0.86 | 0.57 | 0.40 | 0.43 | 0.47 | 0.40 | 0.65 | 0.54 | 0.48 | 0.57 | 0.40 | 0.37 | 0.53 | 0.53 | 0.51 | 0.43 | 0.6
[1,40] 0.8510.55|0.38 | 0.42 | 0.45 | 0.38 | 0.62 | 0.53 | 0.45 | 0.55 | 0.37 | 0.35 | 0.52 | 0.52 | 0.50 | 0.41 | 0.6
[1,50] 0.83]10.54 | 0.35|0.40 | 0.44 | 0.37 | 0.60 | 0.52 | 0.44 | 0.53 | 0.35 | 0.34 | 0.52 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.57
[1,60] 0.8010.52|0.32 | 0.37 | 0.43 | 0.37 | 0.60 | 0.50 | 0.42 | 0.52 | 0.36 | 0.33 | 0.50 | 0.50 | 0.48 | 0.40 | 0.55
[1,70] 0.80]0.51|0.31 035|042 |0.35| 058 |0.48|0.40 | 0.50 | 0.34 | 0.31 | 0.48 | 0.45 | 0.47 | 0.38 | 0.50
[1,80] 0.80 ] 0.50 | 0.30 | 0.33 | 0.40 | 0.34 | 0.57 | 0.47 | 0.38 | 0.50 | 0.32 | 0.31 | 0.46 | 0.45 | 0.45 | 0.37 | 0.48
[1,90] 0.80 ] 0.50 | 0.28 | 0.31 | 0.40 | 0.33 | 0.55 | 0.43 | 0.37 | 0.50 | 0.30 | 0.30 | 0.46 | 0.42 | 0.44 | 0.35 | 0.42
[1,100] | 0.80 | 0.50 | 0.27 | 0.30 | 0.40 | 0.32 | 0.54 | 0.42 | 0.35 | 0.50 | 0.30 | 0.31 | 0.43 | 0.42 | 0.42 | 0.45 | 0.42

Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Caso de teste Mr

Tabela A.7: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;,1 < i < 17,
no Caso de teste Mr. A comparagao feita é a do Critério 17 (Cy7) em relagao aos demais.
O X indica que ha significancia estatistica na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé
significancia.

on |Gl GO [ G GG Cy [ Cul|CulCulCulCulCslCy

[1,10] 0.90 ] 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.60 | 0.90 | 0.50 | 0.50 | 0.90 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.60
[1,20] 0.90 ] 0.70 | 0.50 | 0.45 | 0.70 | 0.55 | 0.80 | 0.50 | 0.50 | 0.95 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.55 | 0.85 | 0.48 | 0.60
[1,30] 0.90 ] 0.60 | 0.48 | 0.43 | 0.80 | 0.54 | 0.90 | 0.43 | 0.46 | 0.90 | 0.70 | 0.47 | 0.80 | 0.54 | 0.84 | 0.47 | 0.60
[1,40] 0.88 ] 0.60 | 0.47 | 0.47 | 0.80 | 0.53 | 0.80 | 0.40 | 0.45 | 0.90 | 0.68 | 0.46 | 0.80 | 0.53 | 0.82 | 0.43 | 0.58
[1,50] 0.87] 0.54 | 0.47 | 0.47 | 0.80 | 0.52 | 0.80 | 0.40 | 0.46 | 0.90 | 0.67 | 0.45 | 0.80 | 0.52 | 0.80 | 0.42 | 0.56
[1,60] 0.88 ] 0.55 | 0.45 | 0.46 | 0.80 | 0.50 | 0.81 | 0.38 | 0.48 | 0.88 | 0.65 | 0.45 | 0.76 | 0.50 | 0.78 | 0.40 | 0.55
[1,70] 0.87] 0.58 | 0.46 | 0.45 | 0.78 | 0.48 | 0.82 | 0.36 | 0.50 | 0.88 | 0.64 | 0.44 | 0.75 | 0.50 | 0.77 | 0.40 | 0.55
[1,80] 0.87 1 0.60 | 0.46 | 0.44 | 0.78 | 0.45 | 0.85 | 0.35 | 0.51 | 0.86 | 0.60 | 0.42 | 0.74 | 0.48 | 0.75 | 0.38 | 0.54
[1,90] 0.86 | 0.60 | 0.47 | 0.42 | 0.76 | 0.46 | 0.83 | 0.30 | 0.48 | 0.85 | 0.60 | 0.40 | 0.72 | 0.44 | 0.70 | 0.35 | 0.50
[1,100] 0.85]0.62|0.48 | 0.41 | 0.74 | 0.49 | 0.82 | 0.31 | 0.42 | 0.86 | 0.58 | 0.40 | 0.70 | 0.48 | 0.70 | 0.35 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.8: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;,1 <1 < 17,
no Caso de teste Mr para o montador Trinity. A comparagao feita é a do Critério 17 (Ci7)
em relacao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagdao do teste,
e o - indica que nao hé significancia.

On |GGl Cs [ G| GGy Cy [ Cul| CulCulCu]CulCilCy

[1,10] 0.90 ] 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.50 | 0.50 | 0.90 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.60
[1,20] 0.90 1 0.70 | 0.50 | 0.45 | 0.70 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.50 | 0.95 | 0.80 | 0.50 | 0.90 | 0.50 | 0.85 | 0.48 | 0.60
[1,30] 0.90 1 0.60 | 0.48 | 0.43 | 0.80 | 0.48 | 0.90 | 0.43 | 0.46 | 0.90 | 0.70 | 0.47 | 0.80 | 0.47 | 0.84 | 0.47 | 0.60
[1740] 0.88 ] 0.60 | 0.47 | 0.47 | 0.80 | 0.45 | 0.80 | 0.40 | 0.45 | 0.90 | 0.68 | 0.46 | 0.80 | 0.46 | 0.82 | 0.43 | 0.58
[1750] 0.87] 0.54 | 0.47 | 0.47 | 0.80 | 0.43 | 0.80 | 0.40 | 0.46 | 0.90 | 0.67 | 0.45 | 0.80 | 0.45 | 0.80 | 0.42 | 0.56
[1,60] 0.88 ] 0.55 | 0.45 | 0.46 | 0.80 | 0.42 | 0.81 | 0.38 | 0.48 | 0.88 | 0.65 | 0.45 | 0.76 | 0.43 | 0.78 | 0.40 | 0.55
[1,70] 0.88 ] 0.58 | 0.46 | 0.45 | 0.78 | 0.40 | 0.82 | 0.36 | 0.50 | 0.88 | 0.64 | 0.44 | 0.75 | 0.42 | 0.77 | 0.40 | 0.55
[1,80] 0.87]1 060 | 0.46 | 0.44 | 0.78 | 0.40 | 0.85 | 0.35 | 0.51 | 0.86 | 0.60 | 0.42 | 0.74 | 0.40 | 0.75 | 0.33 | 0.54
[1,90] 0.86 ] 0.60 | 0.47 | 0.42 | 0.76 | 0.40 | 0.83 | 0.30 | 0.48 | 0.85 | 0.60 | 0.40 | 0.72 | 0.40 | 0.70 | 0.33 | 0.50
[1,100] 085)]062 048 |0.41|0.74 1039 |0.82|0.31 |0.42|0.86 | 0.58 | 0.40 | 0.70 | 0.40 | 0.70 | 0.32 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Tabela A.9: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Mr para o montador Velvet-Oases. A comparacao feita é a do Critério
17 (C47) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagao
do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(oo Ci] G [ G| GG ] G CulCulCunlCislCulCsl C

[1,10] 0.80 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.60 | 0.60 | 0.70 | 0.40 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.60
[1,20] 0.80 ] 0.55 | 0.45 | 0.45 | 0.60 | 0.55 | 0.60 | 0.40 | 0.40 | 0.65 | 0.60 | 0.40 | 0.55 | 0.55 | 0.45 | 0.45 | 0.55
[1,30] 0.80 1 0.53 | 0.43 | 0.42 | 0.58 | 0.54 | 0.57 | 0.40 | 0.38 | 0.63 | 0.60 | 0.40 | 0.57 | 0.54 | 0.44 | 0.45 | 0.55
[1,40] 0.80 ] 0.52 | 0.42 | 0.42 | 0.57 | 0.53 | 0.55 | 0.38 | 0.33 | 0.61 | 0.58 | 0.37 | 0.55 | 0.53 | 0.42 | 0.42 | 0.53
[1,50] 0.80 ] 0.50 | 0.42 | 0.42 | 0.56 | 0.52 | 0.52 | 0.36 | 0.32 | 0.60 | 0.57 | 0.35 | 0.52 | 0.52 | 0.41 | 0.42 | 0.52
[1,60] 0.76 ] 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.55 | 0.50 | 0.51 | 0.35 | 0.30 | 0.58 | 0.54 | 0.33 | 0.51 | 0.50 | 0.37 | 0.40 | 0.50
[1,70] 0.75 1 0.48 | 0.40 | 0.40 | 0.53 | 0.48 | 0.50 | 0.33 | 0.30 | 0.57 | 0.50 | 0.31 | 0.50 | 0.50 | 0.35 | 0.40 | 0.50
[1,80] 0.74 1 0.47 | 0.40 | 0.40 | 0.52 | 0.45 | 0.50 | 0.32 | 0.31 | 0.55 | 0.50 | 0.30 | 0.50 | 0.48 | 0.33 | 0.31 | 0.48
[1,90] 0.72 1 0.45 | 0.38 | 0.40 | 0.50 | 0.46 | 0.50 | 0.30 | 0.30 | 0.53 | 0.50 | 0.30 | 0.50 | 0.44 | 0.30 | 0.30 | 0.45
[1,100] 0.70 1 0.42 | 0.37 | 0.39 | 0.48 | 0.49 | 0.50 | 0.31 | 0.32 | 0.50 | 0.49 | 0.30 | 0.48 | 0.48 | 0.30 | 0.30 | 0.45
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.10: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,
no Caso de teste Mr para o montador IDBA-Tran. A comparagao feita ¢ a do Critério 17
(C17) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicac¢do do
teste, e o - indica que nao ha significancia.

(Cr |GG C O [ G G Cs | Co[CulCulCulCs]CulCsl iy

[1,10] 0.80 ] 0.60 | 0.50 | 0.40 | 0.60 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.60 | 0.50 | 0.60
[1,20] 0.80 ] 0.60 | 0.50 | 0.40 | 0.60 | 0.45 | 0.70 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.50 | 0.65 | 0.55 | 0.60 | 0.45 | 0.60
[1,30] 0.80 ] 0.55 | 0.44 | 0.40 | 0.60 | 0.44 | 0.60 | 0.50 | 0.38 | 0.66 | 0.60 | 0.45 | 0.67 | 0.52 | 0.57 | 0.43 | 0.58
[1,40] 0.78 1 0.53 | 0.43 | 0.38 | 0.58 | 0.43 | 0.55 | 0.48 | 0.33 | 0.64 | 0.58 | 0.42 | 0.65 | 0.51 | 0.55 | 0.41 | 0.57
[1,50] 0.76 1 0.51 | 0.41 | 0.36 | 0.55 | 0.42 | 0.50 | 0.47 | 0.32 | 0.63 | 0.57 | 0.41 | 0.63 | 0.50 | 0.54 | 0.42 | 0.55
[1,60] 0.74 1 0.50 | 0.40 | 0.35 | 0.52 | 0.42 | 0.50 | 0.45 | 0.30 | 0.62 | 0.54 | 0.40 | 0.61 | 0.50 | 0.53 | 0.41 | 0.53
[1,70] 0.72 1 0.47 | 0.40 | 0.35 | 0.50 | 0.42 | 0.48 | 0.43 | 0.30 | 0.60 | 0.50 | 0.38 | 0.60 | 0.48 | 0.51 | 0.40 | 0.51
[1,80] 0.70 1 0.45 | 0.38 | 0.33 | 0.50 | 0.40 | 0.47 | 0.41 | 0.31 | 0.57 | 0.50 | 0.37 | 0.58 | 0.47 | 0.50 | 0.38 | 0.50
[1,90] 0.70 1 0.43 | 0.36 | 0.31 | 0.50 | 0.39 | 0.45 | 0.40 | 0.30 | 0.55 | 0.50 | 0.35 | 0.56 | 0.45 | 0.50 | 0.35 | 0.50
[1,100] 0.70 1 0.42 | 0.37 | 0.31 | 0.49 | 0.41 | 0.44 | 0.39 | 0.32 | 0.52 | 0.49 | 0.34 | 0.54 | 0.43 | 0.50 | 0.35 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Caso de teste Sr

Tabela A.11: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Sr. A comparacao feita ¢ a do Critério 17 (Ci7) em relacdo aos demais.
O X indica que ha significancia estatistica na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé
significancia.

Ciz | C Co | C3 | Cy | Cy | Cg | C7 | Cg | Cg | Cig | Cii | C1a | Ciz | Cua | Ci5 | Crg
[1,10] 1 0.80 | 0.60 | 0.40 | 0.70 | 0.70 | 0.80 | 0.50 | 0.70 | 0.90 | 0.60 | 0.70 | 0.70 | 0.40 | 0.70 | 0.70 | 0.70
[1,20] 1 0.70 | 0.60 | 0.40 | 0.70 | 0.70 | 0.75 | 0.50 | 0.70 | 0.95 | 0.75 | 0.70 | 0.70 | 0.40 | 0.75 | 0.70 | 0.70
[1,30] 0.96 | 0.60 | 0.60 | 0.38 | 0.70 | 0.70 | 0.70 | 0.46 | 0.66 | 0.90 | 0.70 | 0.66 | 0.66 | 0.40 | 0.76 | 0.68 | 0.68
[1,40] 0.941 0.60 | 0.58 | 0.36 | 0.70 | 0.68 | 0.70 | 0.47 | 0.65 | 0.87 | 0.70 | 0.65 | 0.50 | 0.37 | 0.80 | 0.67 | 0.67
[1,50] 0.921 0.66 | 0.56 | 0.33 | 0.70 | 0.68 | 0.70 | 0.48 | 0.66 | 0.90 | 0.70 | 0.65 | 0.50 | 0.40 | 0.80 | 0.68 | 0.65
[1,60] 0.92 ] 0.65 | 0.56 | 0.32 | 0.70 | 0.65 | 0.65 | 0.50 | 0.63 | 0.88 | 0.65 | 0.64 | 0.50 | 0.40 | 0.80 | 0.64 | 0.65
[1,70] 0.90 | 0.65 | 0.48 | 0.30 | 0.70 | 0.64 | 0.65 | 0.48 | 0.64 | 0.90 | 0.65 | 0.64 | 0.50 | 0.38 | 0.78 | 0.60 | 0.65
[1,80] 0.90 | 0.65 | 0.42 | 0.30 | 0.70 | 0.64 | 0.65 | 0.42 | 0.63 | 0.90 | 0.67 | 0.61 | 0.48 | 0.38 | 0.77 | 0.54 | 0.63
[1,90] 0.88]10.64 | 0.38 | 0.30 | 0.70 | 0.62 | 0.65 | 0.37 | 0.62 | 0.88 | 0.60 | 0.56 | 0.46 | 0.40 | 0.76 | 0.50 | 0.60
[1,100] | 0.88 | 0.66 | 0.37 | 0.30 | 0.71 | 0.60 | 0.61 | 0.36 | 0.61 | 0.84 | 0.58 | 0.55 | 0.44 | 0.41 | 0.75 | 0.48 | 0.60

Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.12: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Sr para o montador Trinity. A comparacio feita é a do Critério 17 (C47)
em relacao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagao do teste,
e o - indica que nao hé significancia.

(oo ]C [ G| G ]G] ColCulCulCunlCislCulCsl C

[1,10] 1 0.80 | 0.60 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.80 | 0.50 | 0.60 | 0.90 | 0.60 | 0.60 | 0.70 | 0.40 | 0.70 | 0.70 | 0.70
[1,20] 1 0.70 | 0.60 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.75 | 0.50 | 0.60 | 0.95 | 0.75 | 0.60 | 0.70 | 0.40 | 0.65 | 0.70 | 0.70
[1,30] 0.96 | 0.60 | 0.60 | 0.37 | 0.70 | 0.60 | 0.70 | 0.46 | 0.60 | 0.90 | 0.70 | 0.58 | 0.66 | 0.40 | 0.66 | 0.68 | 0.68
[1,40] 0.94 1 0.60 | 0.58 | 0.36 | 0.70 | 0.58 | 0.70 | 0.47 | 0.55 | 0.87 | 0.70 | 0.57 | 0.50 | 0.37 | 0.60 | 0.67 | 0.67
[1,50] 0.92 1 0.66 | 0.56 | 0.33 | 0.70 | 0.57 | 0.70 | 0.48 | 0.53 | 0.90 | 0.70 | 0.55 | 0.50 | 0.40 | 0.60 | 0.68 | 0.65
[1,60] 0.91 1 0.65 | 0.56 | 0.32 | 0.70 | 0.54 | 0.65 | 0.50 | 0.52 | 0.88 | 0.65 | 0.53 | 0.50 | 0.40 | 0.58 | 0.64 | 0.65
[1,70] 0.90 ] 0.65 | 0.48 | 0.30 | 0.70 | 0.53 | 0.65 | 0.48 | 0.51 | 0.90 | 0.65 | 0.52 | 0.50 | 0.38 | 0.58 | 0.60 | 0.63
[1,80] 0.90 ] 0.65 | 0.42 | 0.30 | 0.70 | 0.52 | 0.65 | 0.42 | 0.50 | 0.90 | 0.67 | 0.52 | 0.48 | 0.38 | 0.57 | 0.54 | 0.63
[1,90] 0.88 1 0.64 | 0.38 | 0.30 | 0.70 | 0.50 | 0.65 | 0.37 | 0.50 | 0.88 | 0.60 | 0.51 | 0.46 | 0.40 | 0.55 | 0.50 | 0.60
[1,100] 0.88 1 0.66 | 0.37 | 0.30 | 0.71 | 0.50 | 0.61 | 0.36 | 0.50 | 0.84 | 0.58 | 0.49 | 0.44 | 0.41 | 0.53 | 0.48 | 0.60
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Tabela A.13: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,

no Caso de teste Sr para o montador Velvet-Oases. A comparacao feita é a do Critério

17 (C47) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagao

do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(oo Ci] G [ G| GG ] G CulCulCunlCislCulCsl C

[1,10] 0.90 | 0.70 | 0.50 | 0.30 | 0.60 | 0.70 | 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.60
[1,20] 0.85 1 0.60 | 0.50 | 0.30 | 0.60 | 0.70 | 0.65 | 0.45 | 0.50 | 0.70 | 0.45 | 0.70 | 0.50 | 0.40 | 0.75 | 0.60 | 0.60
[1,30] 0.84 1 0.60 | 0.48 | 0.27 | 0.55 | 0.70 | 0.60 | 0.46 | 0.54 | 0.66 | 0.43 | 0.66 | 0.50 | 0.38 | 0.76 | 0.57 | 0.58
[1,40] 0.82 1 0.55 | 0.47 | 0.25 | 0.56 | 0.70 | 0.57 | 0.44 | 0.52 | 0.65 | 0.42 | 0.65 | 0.48 | 0.36 | 0.80 | 0.55 | 0.56
[1,50] 0.80 ] 0.53 | 0.46 | 0.24 | 0.55 | 0.68 | 0.55 | 0.42 | 0.55 | 0.63 | 0.41 | 0.65 | 0.47 | 0.35 | 0.80 | 0.53 | 0.55
[1,60] 0.80 ] 0.52 | 0.45 ] 0.22 | 0.53 | 0.65 | 0.55 | 0.40 | 0.53 | 0.62 | 0.40 | 0.64 | 0.43 | 0.33 | 0.80 | 0.52 | 0.55
[1,70] 0.80 ] 0.52 | 0.40 | 0.22 | 0.50 | 0.64 | 0.53 | 0.40 | 0.52 | 0.60 | 0.40 | 0.64 | 0.42 | 0.30 | 0.78 | 0.50 | 0.53
[1,80] 0.80 1 0.51 | 0.38 | 0.21 | 0.50 | 0.64 | 0.52 | 0.40 | 0.50 | 0.60 | 0.40 | 0.61 | 0.41 | 0.30 | 0.77 | 0.50 | 0.51
[1,90] 0.80 1 0.50 | 0.36 | 0.20 | 0.48 | 0.62 | 0.50 | 0.36 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.56 | 0.40 | 0.30 | 0.76 | 0.48 | 0.50
[1,100] 0.80 1 0.50 | 0.35 | 0.20 | 0.47 | 0.60 | 0.50 | 0.36 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.55 | 0.40 | 0.29 | 0.75 | 0.47 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.14: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,

no Caso de teste Sr para o montador IDBA-Tran. A comparacao feita é a do Critério 17

(C17) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicac¢do do

teste, e o - indica que nao ha significancia.

(Cr |GG C O [ G G Cs | Co[CulCulCulCs]CulCsl iy

[1,10] 0.80 ] 0.70 | 0.60 | 0.40 | 0.50 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.70 | 0.60 | 0.50 | 0.60 | 0.60 | 0.40 | 0.60 | 0.50 | 0.60
[1,20] 0.80 ] 0.70 | 0.50 | 0.40 | 0.50 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.70 | 0.60 | 0.55 | 0.55 | 0.60 | 0.40 | 0.60 | 0.50 | 0.60
[1,30] 0.80 ] 0.68 | 0.50 | 0.38 | 0.50 | 0.57 | 0.60 | 0.46 | 0.66 | 0.60 | 0.50 | 0.53 | 0.50 | 0.37 | 0.56 | 0.50 | 0.60
[1,40] 0.78 1 0.65 | 0.50 | 0.33 | 0.48 | 0.53 | 0.55 | 0.45 | 0.65 | 0.55 | 0.47 | 0.52 | 0.50 | 0.35 | 0.50 | 0.47 | 0.60
[1,50] 0.75 1 0.63 | 0.48 | 0.30 | 0.46 | 0.51 | 0.53 | 0.42 | 0.66 | 0.53 | 0.46 | 0.50 | 0.48 | 0.33 | 0.50 | 0.45 | 0.58
[1,60] 0.74 1 0.60 | 0.46 | 0.27 | 0.44 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.63 | 0.52 | 0.43 | 0.50 | 0.45 | 0.33 | 0.50 | 0.43 | 0.55
[1,70] 0.73 1 0.60 | 0.42 | 0.25 | 0.42 | 0.48 | 0.50 | 0.40 | 0.64 | 0.50 | 0.42 | 0.50 | 0.40 | 0.31 | 0.48 | 0.42 | 0.54
[1,80] 0.70 1 0.58 | 0.38 | 0.23 | 0.40 | 0.46 | 0.48 | 0.40 | 0.63 | 0.50 | 0.40 | 0.47 | 0.40 | 0.30 | 0.47 | 0.41 | 0.52
[1,90] 0.70 1 0.57 | 0.35 ] 0.22 | 0.40 | 0.44 | 0.46 | 0.38 | 0.62 | 0.46 | 0.40 | 0.46 | 0.40 | 0.30 | 0.46 | 0.40 | 0.50
[1,100] 0.70 1 0.56 | 0.33 | 0.21 | 0.41 | 0.42 | 0.44 | 0.36 | 0.61 | 0.45 | 0.40 | 0.45 | 0.41 | 0.31 | 0.44 | 0.40 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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A.3.2 Canis familiaris

Caso de teste Tr

Tabela A.15: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,
no Caso de teste Tr. A comparacao feita é a do Critério 17 (C7) em relacao aos demais.
O X indica que ha significancia estatistica na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé
significancia.

(Ol GG [ G| G Cs [ Gy [CiolCu]CulCus] CulCisl Cu

[1,10] 1 0.70 | 0.40 | 0.40 | 0.80 | 0.60 | 1.00 | 0.50 | 0.60 | 1.00 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
[1,20] 1 0.70 | 0.40 | 0.40 | 0.75 | 0.60 | 0.90 | 0.50 | 0.60 | 0.95 | 0.40 | 0.60 | 0.65 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50
[1,30] 1 0.66 | 0.38 | 0.40 | 0.80 | 0.58 | 0.80 | 0.48 | 0.59 | 0.90 | 0.40 | 0.56 | 0.63 | 0.60 | 0.48 | 0.46 | 0.50
[1,40] 1 0.70 | 0.37 | 0.37 | 0.80 | 0.57 | 0.80 | 0.47 | 0.58 | 0.88 | 0.37 | 0.55 | 0.57 | 0.55 | 0.47 | 0.47 | 0.50

[1,50] 0.95]10.72 | 0.32 | 0.38 | 0.78 | 0.55 | 0.75 | 0.47 | 0.57 | 0.85 | 0.36 | 0.50 | 0.56 | 0.62 | 0.47 | 0.47 | 0.48
[1,60] 0.9410.70 | 0.31 | 0.36 | 0.66 | 0.50 | 0.80 | 0.45 | 0.55 | 0.84 | 0.33 | 0.51 | 0.55 | 0.60 | 0.43 | 0.46 | 0.46
[1,70] 0.9210.70 | 0.30 | 0.38 | 0.60 | 0.47 | 0.68 | 0.46 | 0.54 | 0.82 | 0.30 | 0.48 | 0.51 | 0.55 | 0.42 | 0.44 | 0.45
[1,80] 0.9210.69 | 0.30 | 0.40 | 0.58 | 0.47 | 0.60 | 0.44 | 0.52 | 0.81 | 0.27 | 0.47 | 0.50 | 0.55 | 0.43 | 0.43 | 0.45
[1,90] 0.90 ) 0.64 | 0.29 | 0.41 | 0.54 | 0.44 | 0.55 | 0.43 | 0.50 | 0.80 | 0.25 | 0.48 | 0.50 | 0.52 | 0.42 | 0.44 | 0.43
[1,100] | 0.90 | 0.63 | 0.28 | 0.40 | 0.50 | 0.44 | 0.52 | 0.43 | 0.48 | 0.77 | 0.23 | 0.48 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.45 | 0.42
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.16: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Tr para o montador Trinity. A comparacao feita ¢ a do Critério 17 (Cyr)
em relacao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagdao do teste,
e o - indica que nao hé significancia.

(il GG [ G| G- Cs [ Gy [CiolCiu]CulCus]| CulCisl Ci
[1,10] 1 0.70 { 0.40 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 1.00 | 0.50 | 0.60 | 1.00 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
[1,20] 1 0.70 { 0.40 | 0.40 | 0.65 | 0.58 | 0.90 | 0.50 | 0.60 | 0.95 | 0.38 | 0.60 | 0.65 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50
[1,30] 1 0.66 | 0.38 | 0.40 | 0.62 | 0.56 | 0.80 | 0.48 | 0.59 | 0.90 | 0.36 | 0.55 | 0.63 | 0.60 | 0.48 | 0.46 | 0.50
[1,40] 1 0.70 { 0.37 | 0.37 | 0.60 | 0.55 | 0.80 | 0.45 | 0.58 | 0.88 | 0.35 | 0.55 | 0.57 | 0.55 | 0.47 | 0.47 | 0.50

[1,50] 0.9510.72 1032 | 0.38 | 0.58 | 0.53 | 0.75 | 0.45 | 0.57 | 0.85 | 0.33 | 0.50 | 0.56 | 0.62 | 0.47 | 0.47 | 0.48
[1,60] 0.9410.70 | 0.31 | 0.36 | 0.57 | 0.51 | 0.80 | 0.45 | 0.55 | 0.84 | 0.33 | 0.47 | 0.55 | 0.60 | 0.43 | 0.46 | 0.46
[1,70] 0.92 1 0.70 | 0.30 | 0.38 | 0.54 | 0.50 | 0.68 | 0.43 | 0.54 | 0.82 | 0.31 | 0.46 | 0.51 | 0.55 | 0.42 | 0.44 | 0.45
[1,80] 0.92 1 0.69 | 0.30 | 0.40 | 0.52 | 0.50 | 0.60 | 0.42 | 0.52 | 0.81 | 0.30 | 0.45 | 0.50 | 0.55 | 0.43 | 0.43 | 0.45
[1,90] 0.90 | 0.64 | 0.29 | 0.41 | 0.50 | 0.47 | 0.55 | 0.40 | 0.50 | 0.80 | 0.28 | 0.44 | 0.50 | 0.52 | 0.42 | 0.44 | 0.43
[1,100] | 0.90 | 0.63 | 0.28 | 0.40 | 0.50 | 0.46 | 0.52 | 0.40 | 0.48 | 0.77 | 0.26 | 0.44 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.45 | 0.42
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Tabela A.17: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Tr para o montador Velvet-Oases. A comparacao feita é a do Critério
17 (C47) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagao
do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(oo Ci] G [ G| GG ] G CulCulCunlCislCulCsl C

[1,10] 0.90 | 0.60 | 0.30 | 0.30 | 0.80 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.90 | 0.40 | 0.60 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50
[1,20] 0.90 ] 0.60 | 0.30 | 0.30 | 0.75 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.85 | 0.40 | 0.60 | 0.65 | 0.55 | 0.50 | 0.45 | 0.50
[1,30] 0.90 ] 0.60 | 0.30 | 0.28 | 0.80 | 0.58 | 0.50 | 0.48 | 0.49 | 0.83 | 0.40 | 0.56 | 0.63 | 0.55 | 0.46 | 0.44 | 0.48
[1,40] 0.85 1 0.58 | 0.27 | 0.27 | 0.80 | 0.57 | 0.48 | 0.46 | 0.48 | 0.82 | 0.37 | 0.55 | 0.57 | 0.50 | 0.45 | 0.43 | 0.46
[1,50] 0.85 1 0.56 | 0.26 | 0.26 | 0.78 | 0.55 | 0.46 | 0.45 | 0.46 | 0.80 | 0.36 | 0.50 | 0.55 | 0.48 | 0.44 | 0.42 | 0.45
[1,60] 0.85 1 0.55 | 0.25 | 0.26 | 0.66 | 0.50 | 0.45 | 0.44 | 0.44 | 0.80 | 0.33 | 0.51 | 0.54 | 0.46 | 0.42 | 0.41 | 0.45
[1,70] 0.82 1 0.52 | 0.23 ] 0.25 | 0.60 | 0.47 | 0.45 | 0.42 | 0.40 | 0.78 | 0.30 | 0.48 | 0.52 | 0.45 | 0.40 | 0.40 | 0.42
[1,80] 0.80 1 0.50 | 0.21 | 0.25 | 0.58 | 0.47 | 0.42 | 0.40 | 0.40 | 0.73 | 0.27 | 0.47 | 0.48 | 0.44 | 0.40 | 0.40 | 0.40
[1,90] 0.78 1 0.48 | 0.20 | 0.22 | 0.54 | 0.44 | 0.42 | 0.40 | 0.38 | 0.72 | 0.25 | 0.48 | 0.47 | 0.42 | 0.40 | 0.42 | 0.40
[1,100] 0.78 1 0.46 | 0.20 | 0.20 | 0.50 | 0.44 | 0.40 | 0.40 | 0.38 | 0.70 | 0.23 | 0.48 | 0.46 | 0.40 | 0.38 | 0.42 | 0.40
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.18: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,
no Caso de teste Tr para o montador IDBA-Tran. A comparagao feita é a do Critério 17
(C17) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicac¢do do
teste, e o - indica que nao ha significancia.

(Cr |GG C O [ G G Cs | Co[CulCulCulCs]CulCsl iy

[1,10] 0.80 ] 0.50 | 0.30 | 0.40 | 0.60 | 0.50 | 0.70 | 0.40 | 0.50 | 0.60 | 0.40 | 0.50 | 0.40 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.50
[1,20] 0.80 1 0.50 | 0.25 | 0.35 | 0.60 | 0.50 | 0.70 | 0.40 | 0.50 | 0.60 | 0.35 | 0.50 | 0.40 | 0.50 | 0.45 | 0.40 | 0.47
[1,30] 0.78 1 0.46 | 0.24 | 0.34 | 0.58 | 0.48 | 0.70 | 0.40 | 0.50 | 0.58 | 0.33 | 0.50 | 0.40 | 0.48 | 0.46 | 0.38 | 0.45
[1,40] 0.77 1045 | 0.22 | 0.32 | 0.57 | 0.46 | 0.67 | 0.38 | 0.48 | 0.57 | 0.30 | 0.45 | 0.38 | 0.48 | 0.45 | 0.37 | 0.45
[1,50] 0.75 1 0.42 | 0.20 | 0.30 | 0.55 | 0.45 | 0.65 | 0.37 | 0.46 | 0.55 | 0.28 | 0.42 | 0.36 | 0.46 | 0.43 | 0.36 | 0.43
[1,60] 0.75 1 0.42 | 0.20 | 0.30 | 0.54 | 0.45 | 0.60 | 0.36 | 0.45 | 0.54 | 0.27 | 0.41 | 0.35 | 0.43 | 0.42 | 0.33 | 0.42
[1,70] 0.7310.40 | 0.20 | 0.30 | 0.52 | 0.44 | 0.58 | 0.35 | 0.45 | 0.52 | 0.26 | 0.40 | 0.33 | 0.42 | 0.40 | 0.33 | 0.40
[1,80] 0.72 1 0.40 | 0.19 | 0.28 | 0.50 | 0.40 | 0.56 | 0.32 | 0.44 | 0.52 | 0.22 | 0.40 | 0.30 | 0.40 | 0.40 | 0.30 | 0.40
[1,90] 0.70 1 0.36 | 0.17 | 0.27 | 0.48 | 0.40 | 0.52 | 0.30 | 0.42 | 0.51 | 0.22 | 0.38 | 0.28 | 0.40 | 0.40 | 0.28 | 0.40
[1,100] 0.70 1 0.35 | 0.16 | 0.25 | 0.45 | 0.40 | 0.50 | 0.29 | 0.40 | 0.50 | 0.21 | 0.36 | 0.28 | 0.40 | 0.38 | 0.30 | 0.40
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Caso de teste Mr

Tabela A.19: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Mr. A comparagao feita é a do Critério 17 (Cy7) em relagao aos demais.
O X indica que ha significancia estatistica na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé
significancia.

on |Gl GO [ G GO Cy [ Cul| CulCulCu]CulCslCy

[1,10] 1 0.60 | 0.60 | 0.40 | 0.70 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.50 | 0.90 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.60
[1,20] 0.95] 0.60 | 0.40 | 0.40 | 0.80 | 0.60 | 0.80 | 0.45 | 0.50 | 0.90 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.68 | 0.60 | 0.60
[1,30] 0.93] 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.76 | 0.60 | 0.76 | 0.42 | 0.46 | 0.86 | 0.50 | 0.48 | 0.35 | 0.38 | 0.67 | 0.58 | 0.58
[1,40] 0.90 1 0.60 | 0.40 | 0.37 | 0.72 | 0.54 | 0.70 | 0.40 | 0.45 | 0.85 | 0.47 | 0.47 | 0.35 | 0.37 | 0.65 | 0.57 | 0.56
[1,50] 0.90 1 0.60 | 0.40 | 0.38 | 0.72 | 0.54 | 0.62 | 0.42 | 0.50 | 0.84 | 0.46 | 0.46 | 0.34 | 0.36 | 0.64 | 0.57 | 0.55
[1760] 0.90 ] 0.60 | 0.33 | 0.36 | 0.70 | 0.52 | 0.58 | 0.40 | 0.46 | 0.81 | 0.45 | 0.44 | 0.28 | 0.31 | 0.62 | 0.56 | 0.55
[1770] 0.90 ] 0.55 | 0.28 | 0.38 | 0.70 | 0.50 | 0.57 | 0.41 | 0.45 | 0.80 | 0.42 | 0.42 | 0.24 | 0.27 | 0.60 | 0.54 | 0.52
[1,80] 0.85] 0.55 | 0.25 | 0.40 | 0.69 | 0.50 | 0.57 | 0.42 | 0.47 | 0.80 | 0.41 | 0.40 | 0.21 | 0.27 | 0.60 | 0.52 | 0.52
[1,90] 0.85] 0.57 1024 | 0.41 | 0.66 | 0.46 | 0.54 | 0.43 | 0.47 | 0.80 | 0.40 | 0.40 | 0.22 | 0.28 | 0.58 | 0.50 | 0.50
[1,100] 0.85] 0.60 | 0.26 | 0.40 | 0.67 | 0.43 | 0.53 | 0.45 | 0.48 | 0.79 | 0.42 | 0.41 | 0.25 | 0.30 | 0.56 | 0.48 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.20: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Mr para o montador Trinity. A comparagao feita é a do Critério 17 (C47)
em relagdo aos demais. O X indica que hé significancia estatistica na aplicacao do teste,
e o - indica que nao hé significancia.

Cr |GG Cs [ G| G Cs | Cy [ CulCulCulCu]CulCslCy

[1710] 1 0.60 | 0.50 | 0.40 | 0.70 | 0.50 | 0.80 | 0.40 | 0.50 | 0.90 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.60
[1720] 0.95 ] 0.60 | 0.40 | 0.40 | 0.80 | 0.60 | 0.80 | 0.40 | 0.50 | 0.90 | 0.50 | 0.40 | 0.35 | 0.40 | 0.68 | 0.60 | 0.60
[1730] 0.93] 050|038 |0.40|0.76 | 0.60 | 0.76 | 0.38 | 0.46 | 0.86 | 0.50 | 0.40 | 0.35 | 0.38 | 0.67 | 0.58 | 0.58
[1740] 0.90 ] 060 | 0.36 | 0.35 | 0.72 | 0.54 | 0.70 | 0.36 | 0.45 | 0.85 | 0.47 | 0.38 | 0.35 | 0.37 | 0.65 | 0.57 | 0.56
[1750] 0.90 ] 060 |0.35|0.34|0.72| 054|062 | 035|050 |0.84|0.46| 036 |0.34 | 0.36 | 064 | 0.57 | 0.55
[1,60] 0.90 ] 060 | 0.320.33]0.70 | 0.52 | 0.58 | 0.32 | 0.46 | 0.81 | 0.45 | 0.34 | 0.28 | 0.31 | 0.62 | 0.56 | 0.55
[1,70] 0.90 ] 0.55 1027 |0.31]0.70 | 0.50 | 0.57 | 0.31 | 0.45 | 0.80 | 0.42 | 0.32 | 0.24 | 0.27 | 0.60 | 0.54 | 0.52
[1,80] 0.85] 0551024 |0.30 | 0.69 | 0.50 | 0.57 | 0.30 | 0.47 | 0.80 | 0.41 | 0.30 | 0.21 | 0.27 | 0.60 | 0.52 | 0.52
[1,90] 0.85)] 0571024 |0.28 | 0.66 | 0.46 | 0.54 | 0.30 | 0.47 | 0.80 | 0.40 | 0.30 | 0.22 | 0.28 | 0.58 | 0.50 | 0.50
[1,100] 0.85] 0.60 | 0.25 | 0.28 | 0.67 | 0.43 | 0.53 | 0.30 | 0.48 | 0.79 | 0.42 | 0.30 | 0.25 | 0.30 | 0.56 | 0.48 | 0.50
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Tabela A.21: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Mr para o montador Velvet-Oases. A comparacao feita é a do Critério
17 (C47) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagao
do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(oo Ci] G [ G| GG ] G CulCulCunlCislCulCsl C

[1,10] 0.80 | 0.50 | 0.60 | 0.40 | 0.60 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.40 | 0.60 | 0.40 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.60 | 0.50 | 0.60
[1,20] 0.80 ] 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.60 | 0.45 | 0.70 | 0.45 | 0.40 | 0.60 | 0.40 | 0.50 | 0.40 | 0.35 | 0.60 | 0.50 | 0.57
[1,30] 0.78 1 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.58 | 0.45 | 0.65 | 0.42 | 0.40 | 0.58 | 0.40 | 0.48 | 0.35 | 0.35 | 0.58 | 0.50 | 0.55
[1,40] 0.78 1 0.48 | 0.40 | 0.37 | 0.57 | 0.43 | 0.62 | 0.40 | 0.38 | 0.57 | 0.38 | 0.47 | 0.35 | 0.32 | 0.57 | 0.48 | 0.55
[1,50] 0.75 1 0.47 | 0.40 | 0.38 | 0.55 | 0.42 | 0.60 | 0.42 | 0.37 | 0.54 | 0.37 | 0.46 | 0.34 | 0.31 | 0.55 | 0.47 | 0.53
[1,60] 0.74 1 0.46 | 0.33 | 0.36 | 0.54 | 0.42 | 0.57 | 0.40 | 0.35 | 0.53 | 0.35 | 0.44 | 0.28 | 0.31 | 0.53 | 0.46 | 0.52
[1,70] 0.72 1 0.45 | 0.28 | 0.38 | 0.53 | 0.40 | 0.55 | 0.41 | 0.35 | 0.52 | 0.33 | 0.42 | 0.24 | 0.30 | 0.50 | 0.45 | 0.50
[1,80] 0.72 1 0.43 | 0.25 | 0.40 | 0.50 | 0.40 | 0.54 | 0.42 | 0.32 | 0.50 | 0.30 | 0.40 | 0.21 | 0.30 | 0.50 | 0.43 | 0.50
[1,90] 0.70 1 0.45 | 0.24 | 0.41 | 0.47 | 0.38 | 0.53 | 0.43 | 0.31 | 0.50 | 0.30 | 0.40 | 0.22 | 0.28 | 0.50 | 0.40 | 0.48
[1,100] 0.70 1 0.43 | 0.26 | 0.40 | 0.46 | 0.36 | 0.52 | 0.45 | 0.30 | 0.50 | 0.30 | 0.41 | 0.25 | 0.28 | 0.50 | 0.40 | 0.48
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.22: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,
no Caso de teste Mr para o montador IDBA-Tran. A comparagao feita ¢ a do Critério 17
(C17) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicac¢do do
teste, e o - indica que nao ha significancia.

(Cr |GG C O [ G G Cs | Co[CulCulCulCs]CulCsl iy

[1,10] 0.70 ] 0.40 | 0.40 | 0.30 | 0.60 | 0.50 | 0.60 | 0.30 | 0.40 | 0.60 | 0.40 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.50 | 0.50 | 0.60
[1,20] 0.70 1 0.40 | 0.35 | 0.30 | 0.60 | 0.50 | 0.60 | 0.35 | 0.40 | 0.60 | 0.45 | 0.48 | 0.38 | 0.38 | 0.50 | 0.50 | 0.57
[1,30] 0.67 1 0.40 | 0.35 ] 0.30 | 0.58 | 0.48 | 0.58 | 0.36 | 0.40 | 0.58 | 0.43 | 0.47 | 0.35 | 0.37 | 0.50 | 0.50 | 0.55
[1,40] 0.66 1 0.38 | 0.33 | 0.28 | 0.55 | 0.47 | 0.56 | 0.35 | 0.37 | 0.57 | 0.42 | 0.45 | 0.33 | 0.36 | 0.48 | 0.48 | 0.50
[1,50] 0.65 1 0.37 |1 0.32 ] 0.27 | 0.53 | 0.45 | 0.55 | 0.35 | 0.35 | 0.55 | 0.40 | 0.42 | 0.32 | 0.35 | 0.47 | 0.48 | 0.50
[1,60] 0.62 1 0.35|0.31 | 0.25 | 0.50 | 0.42 | 0.55 | 0.33 | 0.32 | 0.53 | 0.40 | 0.40 | 0.30 | 0.30 | 0.46 | 0.46 | 0.47
[1,70] 0.60 1 0.33 | 0.30 | 0.24 | 0.50 | 0.40 | 0.52 | 0.32 | 0.31 | 0.52 | 0.38 | 0.38 | 0.30 | 0.27 | 0.45 | 0.44 | 0.45
[1,80] 0.60 1 0.32 | 0.28 | 0.23 | 0.49 | 0.40 | 0.50 | 0.31 | 0.30 | 0.51 | 0.36 | 0.36 | 0.28 | 0.26 | 0.44 | 0.42 | 0.43
[1,90] 0.58 1 0.31 | 0.27 | 0.20 | 0.47 | 0.40 | 0.50 | 0.30 | 0.30 | 0.50 | 0.35 | 0.35 | 0.26 | 0.26 | 0.43 | 0.40 | 0.40
[1,100] 0.57 1 0.30 | 0.26 | 0.20 | 0.47 | 0.38 | 0.50 | 0.30 | 0.30 | 0.49 | 0.32 | 0.32 | 0.25 | 0.25 | 0.42 | 0.40 | 0.40
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Caso de teste Sr

Tabela A.23: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Sr. A comparacao feita ¢ a do Critério 17 (Ci7) em relacdo aos demais.
O X indica que ha significancia estatistica na aplicacao do teste, e o - indica que nao hé
significancia.

on |Gl GO [ G GO Cy [ Cul| CulCulCu]CulCslCy

[1,10] 1 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.60 | 0.60 | 0.70 | 0.50 | 0.90 | 0.70 | 0.60 | 0.70 | 0.60 | 0.90 | 0.80 | 0.50
[1,20] 0.96 | 0.65 | 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.60 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.90 | 0.70 | 0.65 | 0.70 | 0.65 | 0.80 | 0.80 | 0.50
[1,30] 0.95] 0.62|0.48 | 0.48 | 0.78 | 0.58 | 0.58 | 0.58 | 0.47 | 0.90 | 0.68 | 0.60 | 0.68 | 0.63 | 0.70 | 0.80 | 0.50
[1,40] 0951062048 | 0.48 | 0.77 | 0.57 | 0.57 | 0.56 | 0.48 | 0.90 | 0.68 | 0.58 | 0.67 | 0.57 | 0.70 | 0.77 | 0.48
[1,50] 0.9310.60 | 0.46 | 0.46 | 0.75 | 0.56 | 0.56 | 0.53 | 0.47 | 0.95 | 0.65 | 0.57 | 0.66 | 0.56 | 0.64 | 0.74 | 0.47
[1760] 0.91 ] 0.60 | 0.45 | 0.46 | 0.74 | 0.54 | 0.55 | 0.48 | 0.45 | 0.90 | 0.64 | 0.56 | 0.65 | 0.55 | 0.60 | 0.71 | 0.46
[1770] 0.90 ] 0.59 | 0.43 | 0.45 | 0.70 | 0.52 | 0.54 | 0.48 | 0.42 | 0.90 | 0.64 | 0.55 | 0.64 | 0.51 | 0.58 | 0.71 | 0.45
[1,80] 0.90 ] 0.58 | 0.42 | 0.44 | 0.69 | 0.52 | 0.52 | 0.46 | 0.40 | 0.90 | 0.62 | 0.54 | 0.62 | 0.50 | 0.57 | 0.68 | 0.45
[1,90] 0.90 ] 0.55|0.42 | 0.42 | 0.67 | 0.50 | 0.50 | 0.45 | 0.38 | 0.87 | 0.57 | 0.53 | 0.60 | 0.50 | 0.55 | 0.66 | 0.45
[1,100] 0.90 ] 0.53 1042 |0.41 | 0.63|0.50 | 0.50 | 0.44 | 0.40 | 0.86 | 0.55 | 0.51 | 0.58 | 0.50 | 0.55 | 0.67 | 0.42
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.24: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Sr para o montador Trinity. A comparacio feita é a do Critério 17 (C47)
em relagdo aos demais. O X indica que hé significancia estatistica na aplicacao do teste,
e o - indica que nao hé significancia.

Cr |GG Cs [ G| G Cs | Cy [ CulCulCulCu]CulCslCy

[1710] 1 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.70 | 0.60 | 0.60 | 0.60 | 0.50 | 0.90 | 0.70 | 0.60 | 0.70 | 0.60 | 0.90 | 0.80 | 0.50
[1720] 0.96 | 0.65 | 0.50 | 0.50 | 0.70 | 0.60 | 0.60 | 0.55 | 0.50 | 0.90 | 0.70 | 0.65 | 0.70 | 0.55 | 0.80 | 0.80 | 0.50
[1730] 0.95)] 062|048 | 0.48 | 0.65 | 0.58 | 0.58 | 0.50 | 0.47 | 0.90 | 0.68 | 0.60 | 0.68 | 0.53 | 0.70 | 0.80 | 0.50
[1740] 0.95)] 062|048 | 0.48 | 0.63 | 0.57 | 0.57 | 0.48 | 0.48 | 0.90 | 0.68 | 0.58 | 0.67 | 0.52 | 0.70 | 0.77 | 0.48
[1750] 0.93] 060 |0.46 | 0.46 | 0.62 | 0.56 | 0.56 | 0.47 | 0.47 | 0.95 | 0.65 | 0.57 | 0.66 | 0.50 | 0.64 | 0.74 | 0.47
[1,60] 0.91 ] 0.60 | 0.45 | 0.46 | 0.60 | 0.54 | 0.55 | 0.45 | 0.45 | 0.90 | 0.64 | 0.56 | 0.65 | 0.50 | 0.60 | 0.71 | 0.46
[1,70] 0.90)] 0.59 | 0.43 | 0.45|0.60 | 0.52 | 0.54 | 0.45 | 0.42 | 0.90 | 0.64 | 0.55 | 0.64 | 0.50 | 0.58 | 0.71 | 0.45
[1,80] 090 ] 0.58 | 0.42 | 0.44 | 0.55 | 0.52 | 0.52 | 0.42 | 0.40 | 0.90 | 0.62 | 0.54 | 0.62 | 0.48 | 0.57 | 0.68 | 0.45
[1,90] 0.90 ] 0.5510.42|0.42 | 0.53 | 0.50 | 0.50 | 0.42 | 0.38 | 0.87 | 0.57 | 0.53 | 0.60 | 0.47 | 0.55 | 0.66 | 0.45
[1,100] 0.90 ] 0.53 | 0.42 | 0.41 | 0.51 | 0.50 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.86 | 0.55 | 0.51 | 0.58 | 0.46 | 0.55 | 0.67 | 0.42
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X
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Tabela A.25: Aplicagao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 <1 < 17,
no Caso de teste Sr para o montador Velvet-Oases. A comparacao feita é a do Critério
17 (C47) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicagao
do teste, e o - indica que nao hé significancia.

(oo Ci] G [ G| GG ] G CulCulCunlCislCulCsl C

[1,10] 0.80 | 0.60 | 0.40 | 0.40 | 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.70 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.60 | 0.60 | 0.50
[1,20] 0.80 ] 0.60 | 0.40 | 0.40 | 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.60 | 0.40 | 0.70 | 0.60 | 0.50 | 0.50 | 0.45 | 0.60 | 0.60 | 0.47
[1,30] 0.78 1 0.58 | 0.40 | 0.39 | 0.68 | 0.48 | 0.50 | 0.58 | 0.40 | 0.68 | 0.58 | 0.47 | 0.47 | 0.43 | 0.60 | 0.56 | 0.46
[1,40] 0.76 ] 0.57 | 0.38 | 0.38 | 0.66 | 0.47 | 0.48 | 0.56 | 0.38 | 0.67 | 0.57 | 0.46 | 0.45 | 0.40 | 0.57 | 0.55 | 0.45
[1,50] 0.75 1 0.56 | 0.36 | 0.37 | 0.65 | 0.45 | 0.46 | 0.53 | 0.36 | 0.65 | 0.55 | 0.45 | 0.45 | 0.38 | 0.56 | 0.54 | 0.45
[1,60] 0.7310.55|0.33 ] 0.35|0.63|0.43 | 045 | 0.48 | 0.35 | 0.60 | 0.54 | 0.43 | 0.44 | 0.37 | 0.55 | 0.52 | 0.45
[1,70] 0.72 1 0.53 | 0.32 ] 0.33 | 0.60 | 0.42 | 0.44 | 0.48 | 0.33 | 0.60 | 0.53 | 0.41 | 0.43 | 0.36 | 0.53 | 0.51 | 0.43
[1,80] 0.70 1 0.52 | 0.31 | 0.32 | 0.60 | 0.40 | 0.42 | 0.46 | 0.31 | 0.60 | 0.52 | 0.40 | 0.42 | 0.35 | 0.52 | 0.50 | 0.40
[1,90] 0.70 1 0.50 | 0.30 | 0.32 | 0.58 | 0.40 | 0.40 | 0.45 | 0.30 | 0.58 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.33 | 0.51 | 0.50 | 0.40
[1,100] 0.70 1 0.50 | 0.30 | 0.30 | 0.57 | 0.40 | 0.40 | 0.44 | 0.28 | 0.56 | 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.30 | 0.50 | 0.50 | 0.40
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabela A.26: Aplicacao do teste pareado de Wilcoxon, sobre cada critério C;, 1 < i < 17,
no Caso de teste Sr para o montador IDBA-Tran. A comparacao feita é a do Critério 17
(C17) em relagao aos demais. O X indica que ha significancia estatistica na aplicac¢do do
teste, e o - indica que nao ha significancia.

(Cr |GG C O [ G G Cs | Co[CulCulCulCs]CulCsl iy

[1,10] 0.70 1 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.80 | 0.60 | 0.60 | 0.70 | 0.50 | 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.60 | 0.50 | 0.60 | 0.60 | 0.40
[1,20] 0.70 1 0.50 | 0.40 | 0.40 | 0.80 | 0.55 | 0.60 | 0.60 | 0.45 | 0.70 | 0.50 | 0.50 | 0.60 | 0.50 | 0.60 | 0.60 | 0.40
[1,30] 0.69 1048 | 0.38 | 0.40 | 0.78 | 0.53 | 0.55 | 0.58 | 0.43 | 0.70 | 0.50 | 0.47 | 0.58 | 0.46 | 0.60 | 0.50 | 0.37
[1,40] 0.68 1 0.45 | 0.37 | 0.40 | 0.77 | 0.52 | 0.54 | 0.56 | 0.42 | 0.65 | 0.48 | 0.46 | 0.56 | 0.47 | 0.58 | 0.47 | 0.36
[1,50] 0.6510.43 |1 0.38 ] 0.38 | 0.75 | 0.50 | 0.52 | 0.53 | 0.40 | 0.65 | 0.47 | 0.45 | 0.54 | 0.46 | 0.55 | 0.44 | 0.35
[1,60] 0.65 1 0.42 | 0.34 | 0.37 | 0.74 | 0.50 | 0.50 | 0.48 | 0.40 | 0.63 | 0.45 | 0.44 | 0.53 | 0.45 | 0.53 | 0.43 | 0.35
[1,70] 0.65]10.40 | 0.32 ] 0.35 | 0.70 | 0.48 | 0.50 | 0.48 | 0.38 | 0.61 | 0.43 | 0.41 | 0.51 | 0.44 | 0.52 | 0.41 | 0.35
[1,80] 0.65 1 0.40 | 0.30 | 0.34 | 0.69 | 0.44 | 0.47 | 0.46 | 0.35 | 0.60 | 0.42 | 0.40 | 0.50 | 0.43 | 0.51 | 0.40 | 0.35
[1,90] 0.62 1 0.40 | 0.30 | 0.32 | 0.67 | 0.40 | 0.45 | 0.45 | 0.33 | 0.58 | 0.40 | 0.40 | 0.50 | 0.41 | 0.50 | 0.40 | 0.34
[1,100] 0.61 1 0.39 | 0.30 | 0.30 | 0.63 | 0.40 | 0.42 | 0.44 | 0.31 | 0.56 | 0.40 | 0.40 | 0.50 | 0.40 | 0.50 | 0.40 | 0.33
Wilcoxon X X X X X X X X X X X X X X X X

A.4 Artigo extra publicado

O aluno Lucas Miguel de Carvalho fez parte do desenvolvimento, no ano de 2013, de
alguns modulos de uma plataforma integrada com uma interface baseada em web para a
anotacgao, andlise e visualizacao dos perfis de interacao de genes/proteinas, metabolitos e

drogas de interesse chamada de IIS (Integrated Interactome System). O artigo resultante
deste trabalho foi publicado na revista PLOS ONE [5].
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