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APRESENTAÇÃO
Os diferentes tipos de vegetação ao redor do globo, principalmente as florestas 

tropicais, se destacam por fornecer importantes bens e serviços ecossistêmicos 
para a humanidade como, por exemplo, regulação climática, provisão de alimentos 
e diversas fontes de energia. Contudo, as crescentes e rápidas mudanças no meio 
ambiente causadas por sua intensa exploração no século 21 têm promovido reduções 
drásticas de importantes vegetações distribuídas em distintos Biomas. O Brasil como 
um país de dimensão continental e rico em recursos vem atravessando profundas 
transformações em seus Biomas, o que é destacadamente devido aos usos intensos 
da terra sem técnicas adequadas de manejo para a sua exploração. 

Diante desse panorama de significativas transformações do meio natural, se 
faz necessário e urgente o estudo de diferentes tipos de comunidades vegetais 
e ecossistêmicas para definir estratégias de manejo e conservação, assim como 
pesquisas que visem a otimização de produções agrícolas de forma sustentável. A 
união de compreensão ecológica precisa e adequadas técnicas de manejo permitem 
uma exploração sustentável a longo-prazo dos recursos vegetais, assegurando 
manutenção de diversidade e provisões para o futuro.

A execução de estudos robustos para alcançar essa interface entre conservação 
e exploração demanda o uso de eficientes ferramentas analíticas. Dentre essas 
ferramentas, as linguagens de programação têm se sido importantes aliadas 
para obtenções de predições e resultados estatísticos confiáveis e informativos. A 
linguagem contida no software R é a mais amplamente utilizada para processamento 
de dados e análises de vegetação. O R engloba diversos pacotes importantes para 
análises de dados de plantas em diversos contextos ecológicos e agrários. Com 
seus diversos pacotes, o R permite a busca mais apurada pela compreensão de 
padrões e processos ecológicos, avaliação de impactos antrópicos sobre vegetação, 
monitoramentos e previsões de condições do solo para plantios e predições de 
efeitos de mudanças climáticas em florestas. Essa gama de possibilidades analíticas 
amplifica o acerto em tomadas de decisão com relação ao uso dos nossos recursos 
naturais de forma geral.

Este livro tem como objetivo trazer uma compilação de algumas potencialidades 
do software R para análise de vegetação, contribuindo para o aumento da capacidade 
técnica de diversos profissionais das áreas de Ciências da Terra ou Naturais no uso 
dessa poderosa ferramenta analítica. Para tal, os capítulos aqui presentes discorrem 
de forma aplicada sob temas em contextos ecológicos e agrários. Todos os capítulos 
possuem links de compartilhamento livre de dados e scripts com códigos para 
execução das análises que eles abordam no R. Assim, desejamos que o conteúdo 
aqui presente auxilie você leitor (a) em sua tarefa analítica, amplificando a obtenção 
de resultados informativos e potenciais de aplicação prática. 

Écio Souza Diniz
Pedro Manuel Villa
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RESUMO: Devido a imensa complexidade 
genômica das plantas, a análise de 
transcriptômica assume um papel relevante 
para entendimento do mecanismo biológico, 
visto que além de dar indícios de como o 
organismo responde em determinada situação, 
o sequenciamento de RNA também pode ser 
utilizado para auxiliar a resolução de problemas 
de ordem genômica. A análise de expressão 
diferencial pode ser dividida em quatro etapas: 
i) análise de qualidade e trimagem dos dados; 
ii) alinhamento dos fragmentos à referência; 
iii) quantificação dos transcritos; e iv) análise 
de expressão diferencial. Em geral, apenas a 
etapa de análise de expressão diferencial (iv) 
é realizada em linguagem R, porém, nesse 
capítulo apresentamos uma versão diferenciada, 
em que os softwares externos também foram 
executados por comandos no R. Como estudo 
de caso foi utilizado um experimento de 
Arabidopsis thaliana, um organismo modelo que 
apresenta um ciclo de vida curto, é facilmente 
manipulado em laboratório e tem seu genoma 
bem estudado.
PALAVRAS-CHAVE: Transcriptômica de 
plantas, expressão diferencial, Arabidopsis 
thaliana, RNA-seq

ABSTRACT: Due to the immense complexity 
of plant genomes, transcriptomic analysis plays 
a relevant role in understanding the biological 
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mechanism, since in addition to providing evidence of how the organism responds 
in a given situation, RNA sequencing can also be used to aid genomic information. 
The analysis can be divided into four steps: i) quality analysis and data trimming; 
ii) alignment of fragments to the reference; iii) quantification of transcripts; and iv) 
differential expression analysis. In general, only the differential expression analysis 
step (iv) is performed in R language, but in this chapter we present a different version, 
in which external software was executed by commands in R. As an example was used 
an experiment of Arabidopsis thaliana, a model organism with a short life cycle, a well 
studied genome and easy to manipulate in laboratory.
KEYWORDS: Plant transcriptomics, differential expression, Arabidopsis thaliana, 
RNA-seq

1 | 	INTRODUÇÃO

Com o avanço da biologia molecular e das técnicas de sequenciamento foram 
desenvolvidas as ômicas; por exemplo, genômica, transcriptômica e proteômica. Cada 
uma dessas ômicas têm suas particularidades e nos auxiliam a responder perguntas 
específicas sobre o metabolismo celular. A genômica é utilizada para caracterizar 
um organismo a nível de DNA, molécula que é transmitida aos descendentes e 
que contém todo o potencial de genes que podem ser expressos em uma célula. 
A transcriptômica, por sua vez, surge para estudar o RNA  das células, a parte do 
genoma que realmente é produzida em uma condição específica, sendo também 
utilizado para montagem dos transcritos (transcriptoma). A proteômica, por sua vez, 
visa estudar o conjunto  de proteínas encontradas na célula em uma determinada 
situação.  

Nesse contexto, apesar da transcriptômica ser utilizada principalmente para 
identificar expressão de genes diferenciais em condições específicas, ela também 
pode ser empregada para suprir demandas de análises genômicas, como, por 
exemplo, no auxilio da montagem e anotação de genomas em plantas complexas 
(Nascimento et al., 2019); busca de variantes genômicas (polimorfismos de 
nucleotídeos únicos, deleções e inserções de bases) (Chopra et al., 2015); e 
identificação de pequenas regiões repetitivas no genoma (microssatélites) em 
regiões codantes, utilizadas como marcadores genéticos (Bazzo, de Carvalho, 
Carazzolle, Pereira, & Colombo, 2018).  

Dentre as metodologias high-throughput o RNA-seq recebe grande destaque. 
Esta metodologia apresenta como grande vantagem a possibilidade de identificação 
de novos genes, além de ser um método de maior acurácia quanto ao nível de 
quantificação gênica (Edwards & Batley, 2004; Hrdlickova, Toloue, & Tian, 2017). A 
primeira etapa para esse sequenciamento é a preparação das bibliotecas de cDNA, 
que deve ser específica para o tipo de RNA que será analisado. Ela é composta, 
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principalmente, pelas etapas: i) seleção de RNA de interesse na amostra celular; 
ii) depleção de RNA ribossomal em experimentos que não o tenham como objeto 
de estudo; iii) fragmentação do RNA; e iv) ligação de adaptador e identificador da 
biblioteca na extremidade dos fragmentos (Hrdlickova, Toloue, & Tian, 2017). Nessa 
etapa é necessário um cuidado para que as bibliotecas reflitam a proporção contida 
na amostra original (Rani & Sharma, 2017, Hrdlickova, Toloue, & Tian, 2017), e que 
haja uma preocupação com o número de réplicas a serem sequenciadas (Schurch 
et al., 2016).

Dessa forma, as informações obtidas durante a etapa de sequenciamento são 
definidas de acordo com os protocolos utilizados para construção das bibliotecas. Os 
protocolos mais aplicados são: single-end e paired-end, que diferem basicamente se 
será sequenciada uma extremidade dos fragmentos gerados na etapa (iii) ou ambas 
as extremidades, respectivamente. Os resultados gerados do sequenciador (dados 
brutos) em formato .fastq é utilizado como dados de entrada para início do nosso 
roteiro (pipeline) de identificação de genes diferenciais. O pipeline é composto pelas 
etapas: i) análise de qualidade e trimagem dos dados; ii) escolha de uma referência; 
iii) alinhamento dos fragmentos sequenciados (reads) à referência; iv) quantificação 
dos transcritos; e v) análise de expressão diferencial. É importante ressaltar que 
durante a etapa de alinhamento deve-se considerar informações sobre o protocolo 
utilizado na preparação das bibliotecas.

Dessa forma, esse capítulo tem como objetivo apresentar um pipeline de 
análise de expressão gênica pareada desenvolvido em linguagem R e aplicado a 
duas plantas submetidas duas condições de temperatura, 23ºC (controle) e 42ºC 
(estresse). O pipeline descrito engloba trimagem dos dados utilizando o software 
Trimmomatic (Bolger, Lohse, & Usadel, 2014); alinhamento e quantificação dos 
reads com o Kallisto (Bray, Pimentel, Melsted, & Pachter, 2016); análises de PCA 
e dendograma a partir da matriz de contagem; análises de expressão diferencial 
com os pacotes: Sleuth (Pimentel, Bray, Puente, Melsted, & Pachter, 2017) 2017, 
DESeq2 (Love, Huber, & Anders, 2014) e EdgeR (Robinson, McCarthy, & Smyth, 
2010), sendo apresentado de forma detalhada para introduzir os comandos básicos 
utilizados na análise.   

2 | 	METODOLOGIA

2.1	Estudo de caso

Como estudo de caso para apresentação de um pipeline de análise de expressão 
diferencial foi escolhido o sistema modelo A. thaliana. Essa espécie foi a primeira 
planta a ter seu genoma sequenciado no ano de 2000, com cinco cromossomos 
que compõem aproximadamente 135Mb (Balfagon et al., 2019;)(“TAIR,”). A versão 
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atual, TAIR10, contém 33.602 genes, incluindo 27.416 genes codantes, 1.359 
ncRNA e 4.827 pseudogenes e transposons (“TAIR,”). Além da vantagem de ter um 
genoma pequeno, bem montado e estudado, a Arabidopsis thaliana ainda apresenta 
uma facilidade em aplicação de técnicas de transformação e tem um ciclo de vida 
curto (aproximadamente 6 semanas) com rápido crescimento (Agrawal, 2018). Foi 
estabelecido um experimento de Arabidopsis thaliana submetida a duas condições 
de temperatura: 23ºC na situação controle (C) e 42ºC em estresse de temperatura 
(HS). Inicialmente, as plantas foram submetidas a 50 μmol m-2 s-1 de iluminação 
e 23ºC de temperatura por 30 dias, seguido de 7h nas condições de controle e 
estresse citados anteriormente. Posteriormente foi retomada a condição inicial para 
recuperação da planta (Balfagon, et al., 2019)1. A partir desse experimento foram 
sequenciados tecidos de folhas em triplicata biológica (Balfagon, et al., 2019). Para 
isso, foi utilizada a plataforma Next-Seq 500 (Illumina) sendo gerados reads single-
end (Balfagon, et al., 2019)hading 2 Accent 5. Os dados brutos foram baixados no 
banco de dados NCBI e podem ser encontrados no link https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/bioproject/555093.

O primeiro passo da análise é baixar o arquivo SraRunInfo.tsv.  Ele contém todos 
os links do SRA e as informações das amostras.  Para isso, devemos selecionar as 
amostras de alta temperatura (HS) (SRR9696660, SRR9696664, SRR9696668) e 
Controle (C) (SRR9696658, SRR9696662, SRR9696666). Posteriormente, clicar em 
‘Send to’ -> File -> RunInfo. O arquivo SraRunInfo.tsv é utilizado para realização do 
download e conversão do arquivo SRA em fastq, através do comando fastqdump, 
disponível no pacote SRA Toolkit (“SRA Toolkit,”), como mostra o comando abaixo:

2.2	Pré-tratamento dos dados brutos

Os dados brutos foram analisados com o software FastQC (versão 0.11.8) 
e trimados com o software trimmomatic (versão 0.39). Salientamos que todos os 
programas externos ao R devem estar previamente instalados e disponibilizados no /
usr/bin/. Para o download automático dos programas devem-se seguir os comandos:
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Para análise dos dados e trimagem:

2.3	Obtenção da matriz de contagem para análise de expressão diferencial

Após a etapa de preparação dos dados foi realizado um alinhamento utilizando 
o software Kallisto (versão 0.44) utilizando como referência TAIR10. A partir desse 
alinhamento os transcritos/genes foram quantificados e a matriz de counts foi 
transferida ao R. Salientamos que o download do software e o índice do genoma 
devem ser realizados pelos comandos:

O comando abaixo reflete a execução da quantificação sobre o transcriptoma da 
Arabidopsis thaliana utilizando o index ‘arabidopsis_thaliana’ sobre a lista ‘arquivos’, 
que contém os IDs das bibliotecas do SRA. 

Após quantificar todos os arquivos é gerada uma cópia de cada arquivo fora do 
diretório para ser utilizado na montagem da matriz, como mostra o comando abaixo:
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Por último é gerada a matriz de contagem dos genes do TAIR10 para ser utilizada 
na expressão diferencial. Para isso, utilizamos o script ‘abundance_estimates_to_
matrix.pl’ presente no software Trinity (versão 2.8.6). Os comandos abaixo mostram 
o download automático da versão mais recente do software, sua descompactação 
e a geração da matriz, utilizando os arquivos .tsv de quantificação gerados pelo 
kallisto.

2.4	Análise de componentes principais (PCA) e dendograma 

A análise de componentes principais (PCA) é um método de redução 
de dimensionalidade através de transformações ortogonais das variáveis em 
componentes principais. Nessa análise as variáveis são as amostras, e a variância 
anotada para o teste é dos transcritos em relação às amostras. O código abaixo 
consiste na execução do PCA sobre a matriz de contagem. Os comandos utilizados 
serão descritos na Seção 2.5.2, que realiza a análise de expressão diferencial pelo 
DESeq2. O último comando varianceStabilizingTransformation() gera o objeto ‘vsd’ 
através da normalização da tabela de contagem pelos fatores de dispersão e o 
tamanho da biblioteca. A variância normalizada de cada variável é gerada e então, é 
construído o gráfico do PCA (Figura 1 - A) pelo comando plotPCA().
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A análise de dendograma gera um diagrama de árvore que mostra o 
agrupamento das variáveis de interesse. No exemplo utilizado das amostras o 
agrupamento é dado por similaridade. Esse algoritmo é derivado de algoritmos de 
agrupamentos (clusterização). 

O código abaixo reflete a Figura 1 - B. Ele consiste na geração do dendograma 
sobre os dados de contagem através do pacote ggdendro, que necessita do pacote 
ggplot2. Utilizando-se da matriz de contagem, encontramos a distancia euclidiana 
sobre os dados transpostos através do comando dist() e, posteriormente, é gerada a 
árvore através do comando hclust(). Por fim, o comando ggdendogram() nos mostra 
o gráfico rotacionado. 

2.5	Análise de expressão diferencial utilizando pacotes do R

A partir da matriz de contagem foram realizadas análises de análise de 
componentes principais (PCA) e dendograma para identificar similaridade entre 
as amostras. Em seguida foram explorados três pacotes para seleção de genes 
diferenciais, DESeq2 (versão 1.26.0), Sleuth (versão 0.27.3) e edgeR (versão 3.28.0). 
Os códigos do DESeq2 e edgeR foram baseados no programa Trinity.
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Figura 1. Resultado PCA e dendograma. (A) Gráfico da análise de componentes principais 
(PCA) mostra que as amostras controle (SRR9696658, SRR969662, SRR9696666) e tratado 
em alta temperatura (SRR9696660,  SRR9696664, SRR9696668) estão agrupados, ou seja, 
possuem variância semelhante em relação a quantificação dos genes. (B) Dendograma das 
amostras controle e tratado, mostrando um agrupamento respeitando a condição biológica. 

	

2.5.1 EdgeR

Primeiramente é verificado a existência do pacote edgeR, caso não haja ele 
instalado, ocorre a instalação e a sua chamada. 

Posteriormente é lida a matriz de quantificação através do comando ‘read.
table’. Também ocorre a aproximação inteira dos counts através do comando ‘round’ 
e a verificação de no mínimo dois reads counts por linha, através do comando 
‘rowSums(cpm(rnaseqMatrix) > 1) >= 2’.
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A parte do teste diferencial começa criando a variável conditions, que agrupa 
os dados presentes no arquivo ‘kallisto.isoform.counts.matrix’. A função DGEList 
gera um objeto que contém as contagens inteiras dos genes, um dataframe 
contendo informações sobre as amostras ou bibliotecas, e um dataframe adicional 
contendo informações adicionais dos genes. A função calcNormFactors normaliza 
a quantificação do RNA por um conjunto de fatores de escala para os tamanhos da 
biblioteca que minimizam as alterações do logFC entre as amostras para a maioria 
dos genes. As dispersões do modelo são calculadas pelo comando estimateDisp. 
Por fim, é executado o teste comparativo pelo comando exactTest.

A matriz de resultados é extraída e convertido o valor do logFC.

Os resultados e a matriz são guardados em seus respectivos arquivos através 
do comando write.table.

Um dos primeiros resultados é a análise do Volcano plot (Figura 2), um gráfico 
que mostra a dispersão dos dados e verifica quais os genes que realmente passaram 
pelo teste estatístico. O comando abaixo utiliza os dados de logFC (eixo x) e o valor 
negativo do resultado do teste de expressão ajustado pelo teste de False Discovery 
Ratio (FDR). Além disso, a adição de cores depende do valor do FDR, sendo que 
valores inferiores a 0.05 são pintados de vermelho (red), e representam um limite 
máximo de 5% de falsos positivos no teste, caso contrário de preto (black). 
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Figura 2.  Volcano plot gerado a partir do resultado do edgeR. O gráfico mostra a dispersão 
dos dados e indica através de cores os genes que realmente passaram pelo teste estatístico. 

Em vermelho estão os genes que passaram pelo teste com valores inferiores a 0.05; e em preto 
os genes que apresentaram um FDR maior que 0.05.

Os genes significativos do teste são selecionados utilizando o pacote dplyr() 
sobre o campo FDR da tabela result_table. Por fim, geramos uma lista do nome dos 
genes que passaram sobre o teste através de um loop sobre a matriz, gerando a lista 
‘edgeR_list’.

2.5.2 DESeq2

Primeiramente é verificado a existência do pacote DESeq2, caso não haja ele 
instalado, ocorre a instalação e a sua chamada. 

Posteriormente são executados os mesmos filtros que a seção 2.5.1.
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A função DESeq realiza a comparação entre as condições, estimando os 
fatores de escala (estimateSizeFactors()), as dispersões (estimateDispersions()) e 
realizando o teste estatístico através de um modelo binomial negativa como hipótese. 

A variável baseMeanA e baseMeanB guardam o valor médio da expressão de 
cada gene na condição ‘Controle’ e ‘Tratado’, respecrivamente. Elas são adicionadas 
ao dataframe ‘res’ através do comando cbind(). O p-value ajustado dos genes com 
resultado NA são modificados para 1. Por último é gerado o arquivo de resultados 
através do comando write.table().

A geração do Volcano plot (Figura 3) e a lista de genes também são geradas da 
mesma maneira que na Seção 2.5.1. 

2.5.3 Sleuth

Primeiramente é verificada a existência do pacote Sleuth. Caso não haja ele 
instalado, ocorre a instalação e a sua chamada. 
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Primeiramente criamos uma lista das amostras que serão testadas e os 
caminhos para os diretórios gerados pelo kallisto, já que o sleuth depende dos seus 
resultados para sua execução. 

Posteriormente é criado um dataframe que depende de um arquivo chamado 
‘amostras.txt’, composto pela descrição das amostras e suas réplicas (mostrado 
abaixo). Também são selecionados campos específicos das amostras pelo comando 
‘dplyr::select’ e então anexados a variável ‘paths’ ao dataframe s2c através do 
comando ‘dplyr::mutate’.

A preparação do teste de expressão diferencial é realizado pelo sleuth_prep():

A matriz de resultados é gerada, juntamente com os transcritos significativos, 
que são guardados na lista ‘sleuth_list’. Os resultados são guardados no arquivo 
diferenciais_sleuth.txt. O comando sleuth_live() é uma visualização interativa dos 
dados com o Shiny. 
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2.6	Comparação entre os pacotes para expressão diferencial

Nesta seção serão apresentados os resultados as análises de expressão 
diferenciais realizadas na seção anterior. A Figura 3 mostra o diagrama de venn 
dos transcritos diferencialmente expressos entre os três testes diferenciais (sleuth, 
DESeq2 e edgeR).  O digrama foi gerado através do pacote ‘VennDiagram’, no qual 
o código está disponibilizado no script.R no repositório github no link: https://github.
com/lmigueel/DEG_Athaliana. 

Figura 3. Comparação entre os genes diferenciais obtidos pelos pacotes utilizados Na 
comparação entre os pacotes foram identificados 10722 genes diferenciais em comum (core), 
sendo que o edgeR identificou 12 genes não detectados nos outros pacotes, DESeq2, 542 e 

Seuth 1367 genes diferenciais.
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A análise revela um grande core de genes em comum entre os três pacotes 
analisados (10.722 transcritos). Comparado com o artigo original dos dados, que 
utilizou o pacote DESeq2 para análise de expressão diferencial, o nosso resultado se 
aproxima, havendo pequenas diferenças causadas pelo algoritmo de quantificação 
dos transcritos (kallisto versus mapeamento no transcriptoma). 

A partir desses resultados, podem ser realizadas análises específicas como 
enriquecimento do core de genes entre os métodos testados, visto que, teoricamente 
ele se conserva independe do método estatístico utilizado. Um possível pacote para 
a análise de enriquecimento de genes, utilizando a linguagem R, é o pacote topGO(). 

3 | 	ADAPTAÇÃO DO PIPELINE EM DIFERENTES CONTEXTOS

Ao planejar um experimento de RNA-seq para análise de expressão diferencial 
é importante considerar a quantidade de réplicas que serão sequenciadas, 
considerando que, em geral, para que todos os genes encontrados sejam relevantes, 
pede-se um mínimo de 12 réplicas (Schurch, et al., 2016). 

Na análise de bioinformática, a primeira tomada de decisão é a escolha de 
como será realizado o pré-processamento dos dados. No pipeline disponibilizado 
foi utilizado o software FastQC (Andrews, 2010) para análise de qualidade e o 
Trimmomatic (Bolger, et al., 2014) para trimagem dos reads. Porém, também pode ser 
realizada uma análise para descarte de RNA ribossomal com o software SortMeRNA 
(Carvalho et al., 2019; Kopylova, Noe, & Touzet, 2012). 

A segunda etapa importante é escolher o genoma/transcriptoma que possa 
ser utilizado como referência. Nessa etapa podem ser utilizados os bancos de 
dados como EnsemblPlants (“EnsemblPlants,”), NCBI (NCBI Genome), Phytozome 
(“Phytozome,”) e alguns específicos para uma espécie como o TAIR (“TAIR,”), 
desenvolvido para Arabidopsis thaliana. Para os casos em que não existe genoma 
público, é possível realizar a montagem do transcriptoma com os dados sequenciados 
utilizando, por exemplo, o software Trinity (Haas et al., 2013). Após a escolha da 
referência é necessário o mapeamento dos reads e a quantificação da expressão, 
que pode ser realizada a nível de transcrito e/ou de genes. Com esses dados têm-se 
início a análise de expressão diferencial com os pacotes citados. 

É importante considerar que para cada etapa apresentada podem ser utilizados 
diversos softwares além dos citados (Carvalho, et al., 2019). Dessa forma, o pipeline 
apresentado pode ser adaptado de acordo com as necessidades do projeto, 
adequação aos dados e preferência do usuário, sendo de extrema relevância para 
estudos com plantas.
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3.1	Disponibilidade de dados e script

O material pode ser baixado em: doi.org/10.13140/RG.2.2.20790.86086
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