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O que é anotação de um genoma?

• Dada a sequência em nucleotídeos de um genoma completo, sem buracos
ou erros

• Achar os genes codificadores de proteína

– Sequência codificadora (coding sequence, ou CDS)   (às vezes usa-se 
(indevidamente) o termo ORF)

– Promotores

– Sítio de ligação ribossomal (RBS)

• Achar genes de RNA

– RNA ribossomal

– tRNA

– Outros RNAs

• Atribuir função aos genes codificadores de proteína

• Esta aula: genomas de procariotos



Achar genes codificadores de 
proteína

• Gene finding



Genes
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Estrutura de um gene de procarioto

ORF
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DNA tem quadros de leitura

+1: GTGGTGGCCTTCGAAGGGT
+2:    TGGTGGCCTTCGAAGGGT

+3:       GGTGGCCTTCGAAGGGT
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DNA tem duas fitas (+ e –)

GTGGTGGCCTTCGAAGGGT

CACCACCGGAAGCTTCCCA

+

–

5′ 3′

3′ 5′
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6 quadros no total

GTGGTGGCCTTCGAAGGGT

TGGTGGCCTTCGAAGGGT

GGTGGCCTTCGAAGGGT

CACCACCGGAAGCTTCCCA

CACCACCGGAAGCTTCCC

CACCACCGGAAGCTTCC
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...
AGCTCGCGCTCCGCATCCATCCAGTAGGGTTCGGTGTCGACGAGCGTGCC

GTCCATATCCCAGAAGACGGCGGCCGGCATCGCGTGCGGAGTCAGTTCGG

TCACGGCTGACAAGTCTATCCCGGCGGCCCCGGGCCTATTCTTGAGGGAC

GGCGTCCTGACCGGTCGCCGGATGAAAGGACCAGAACGCCCCGTGACTGA

CGCGAACAGCATCCTCGGAGGGCGCATCCTCATGGTGGCCTTCGAAGGGT

GGAACGACGCTGGCGAGGCCGCCAGCGGGGCCGTCAAGACGCTCAAGGAC

CAGCTGGATGTCGTCCCGGTCGCCGAGGTCGATCCCGAGCTGTACTTCGA

CTTCCAGTTCAACCGGCCGGTCGTCGCGGACGACGACGGCCGCCGGCGCC

TCATCTGGCCGTCCGCGGAGATCCTGGGCCCAGCTCGCCCCGGCGACACC

GGCGATGCGCGCCTGGACGCCACCGGCGCCAACGCGGGCAATATCTTCCT

TCTCCTCGGCACCGAGCCGTCGCGCAGCTGGCGCAGCTTCACCGCGGAGA

TCATGGATGCGGCCCTGGCCTCCGACATCGGCGCCATCGTCTTCCTCGGT

GCGATGCTGGCGGACGTACCGCACACCCGCCCCATCTCCATCTTCGCTTC

GAGCGAGAACGCGGCCGTCCGTGCGGAGCTCGGCATCGAACGCTCTTCGT

ACGAGGGGCCGGTCGGTATCCTGAGCGCGCTCGCCGAAGGGGCGGAGGAC

GTGGGCATTCCGACCATCTCCATCTGGGCGTCGGTTCCGCACTATGTCCA

CAATGCGCCCAGCCCGAAGGCGGTGCTCGCACTGATCGACAAGCTCGAAG

AGCTGGTGAATGTCACCATCCCGCGTGGCTCGCTGGTGGAGGAGGCCACG

GCCTGGGAAGCCGGGATCGACGCGCTGGCTCTGGACGACGACGAGATGGC

TACGTACATCCAGCAGCTGGAGCAGGCACGCGACACCGTGGACTCCCCTG

AGGCCAGCGGCGAGGCGATCGCCCAGGAGTTCGAGCGCTACCTCCGCCGC

CGCGACGGCCGCGCCGGCGATGACCCCCGCCGTGGCTGACGTCACCCCCT

CTCTGCGTCCGCCGTCCTCTGTTCCCCCCGCTCGGCCTCCCCTGAGGCCG

AGGAGTCGCGCCCACATGCCGGAAACTCCTCCTTTCCTGACTTTCTGGAG ...

Trecho de DNA de bactéria; sem interpretação, 
não passa de uma sopa de letrinhas
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...
AGCTCGCGCTCCGCATCCATCCAGTAGGGTTCGGTGTCGACGAGCGTGCC

GTCCATATCCCAGAAGACGGCGGCCGGCATCGCGTGCGGAGTCAGTTCGG

TCACGGCTGACAAGTCTATCCCGGCGGCCCCGGGCCTATTCTTGAGGGAC

GGCGTCCTGACCGGTCGCCGGATGAAAGGACCAGAACGCCCCGTGACTGA

CGCGAACAGCATCCTCGGAGGGCGCATCCTCATGGTGGCCTTCGAAGGGT

GGAACGACGCTGGCGAGGCCGCCAGCGGGGCCGTCAAGACGCTCAAGGAC

CAGCTGGATGTCGTCCCGGTCGCCGAGGTCGATCCCGAGCTGTACTTCGA

CTTCCAGTTCAACCGGCCGGTCGTCGCGGACGACGACGGCCGCCGGCGCC

TCATCTGGCCGTCCGCGGAGATCCTGGGCCCAGCTCGCCCCGGCGACACC

GGCGATGCGCGCCTGGACGCCACCGGCGCCAACGCGGGCAATATCTTCCT

TCTCCTCGGCACCGAGCCGTCGCGCAGCTGGCGCAGCTTCACCGCGGAGA

TCATGGATGCGGCCCTGGCCTCCGACATCGGCGCCATCGTCTTCCTCGGT

GCGATGCTGGCGGACGTACCGCACACCCGCCCCATCTCCATCTTCGCTTC

GAGCGAGAACGCGGCCGTCCGTGCGGAGCTCGGCATCGAACGCTCTTCGT

ACGAGGGGCCGGTCGGTATCCTGAGCGCGCTCGCCGAAGGGGCGGAGGAC

GTGGGCATTCCGACCATCTCCATCTGGGCGTCGGTTCCGCACTATGTCCA

CAATGCGCCCAGCCCGAAGGCGGTGCTCGCACTGATCGACAAGCTCGAAG

AGCTGGTGAATGTCACCATCCCGCGTGGCTCGCTGGTGGAGGAGGCCACG

GCCTGGGAAGCCGGGATCGACGCGCTGGCTCTGGACGACGACGAGATGGC

TACGTACATCCAGCAGCTGGAGCAGGCACGCGACACCGTGGACTCCCCTG

AGGCCAGCGGCGAGGCGATCGCCCAGGAGTTCGAGCGCTACCTCCGCCGC

CGCGACGGCCGCGCCGGCGATGACCCCCGCCGTGGCTGACGTCACCCCCT

CTCTGCGTCCGCCGTCCTCTGTTCCCCCCGCTCGGCCTCCCCTGAGGCCG

AGGAGTCGCGCCCACATGCCGGAAACTCCTCCTTTCCTGACTTTCTGGAG ...

Esse trecho tem uma CDS; RBS em vermelho
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Quadro aberto de leitura (ORF)

• Um trecho contíguo do genoma em que

– O número de nucleotídeos é múltiplo de 3

– O último codon é de parada

– O primeiro codon é de início de tradução (ATG)

– Não existe nenhum outro codon de parada entre o 
codon de início e o codon de parada do final
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Método (rudimentar) para achar genes 
em procariotos

Ache todas as ORFs com pelo menos 900 bp

Bom quanto a falsos positivos

falsos positivos são ORFs com pelo menos 900 bp que 

não são CDSs

Ruim quanto a falsos negativos

falsos negativos são ORFs com menos de 900 bp que são

CDSs



• 900 bp é um limiar muito conservador

• Gostaríamos de baixar esse limiar para 
diminuir a taxa de falsos negativos

• Mas sem aumentar muito a taxa de falsos 
positivos

• Uma ilustração (não é dado real) de como 
poderíamos abordar esta questão segue no 
próximo slide



taxa de falsos positivos

taxa de 

falsos 

negativos

100%

100%0%

900 bp

90 bp

variação no comprimento 

mínimo de ORF aceita

+

–



A ferramenta ORFfinder já “implementa” 
esse método rudimentar

• https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/


Exercício

• Usando esta sequência

– procure ORFs usando ORFfinder

– você deve obter um resultado igual ao mostrado 
no próximo slide

– brinque com os parâmetros

• minimal ORF length

• ORF start codon to use

• Ignore nested ORFs

http://www.iq.usp.br/setubal/bmc/2020/orff.fasta
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Método (um pouco melhor) para achar 
genes em procariotos

1. Ache todas ORFs

2. Traduza cada uma usando o código genético

3. Compare cada uma com seqüências de genes conhecidos
– Se achar algum hit estatisticamente significativo, guarde; senão 

jogue fora

– vamos estudar esta etapa em detalhes em aulas futuras

– Você deve experimentar isto com o botão BLAST do ORFfinder

4. As sobreposições precisam ser resolvidas (ou seja, em geral, 
não podem existir CDSs que se sobrepõem, mesmo em fitas 
diferentes)



BLAST

• É um programa que permite comparar 
sequências, tanto em nt (blastn), quanto em 
aa (blastp), quanto uma mistura (blastx, 
tblastx)

• É a ferramenta de busca no site do NCBI e em 
outros sites

• Vamos estudá-lo em detalhe em aulas futuras



Na prática

• São usados métodos que usam técnicas bem mais
sofisticadas

• Buscam padrões estatisticamente significativos no 
DNA

• Teoria: a composição em nucleotídeos das CDSs dos 
genes codificadores de proteína segue um padrão 
que é diferente das demais regiões

• Nome de uma dessas técnicas: modelos de Markov 
de estados ocultos (Hidden Markov Models, ou 
HMMs)



Programas mais usados

– Glimmer

• http://ccb.jhu.edu/software/glimmer/index.shtml

– Prodigal

• http://prodigal.ornl.gov/

– geneMark

• http://exon.gatech.edu/

http://ccb.jhu.edu/software/glimmer/index.shtml
http://prodigal.ornl.gov/
http://exon.gatech.edu/


Limitações

• Genes pequenos (menores do que 150 bp) 
geralmente são perdidos

– Se aumentamos a sensibilidade (ou seja, 
abaixamos o tamanho mínimo dos genes que 
queremos encontrar), aparecem muitos falsos
positivos

• Início de tradução nem sempre é correto



Achar genes de RNA

• RNA ribossomal

– Operon

• 16S, 5S, 23S

• tRNA

• Outros RNAs



Alberts et al. 2008

RNA ribosomal de procariotos

unidades do rRNA



tRNA

Em procariotos tipicamente existem

cerca de 50 genes de tRNA



Outros RNAs

• tmRNA

– Resgata ribossomos emperrados

• Ribonuclease P RNA

• 6S RNA

– Regulação gênica por ligação com RNA polimerase

• SRP RNA

• etc



Como achá-los?

• rRNA

– similaridade: BLASTN, RNAmmer

– características intrínsecas: programa Infernal

– É difícil determinar as fronteiras exatas dos genes

• tRNA

– tRNAscan-SE

– Aragorn

• Outros RNAs

– RFAM (por similaridade ou por Infernal)



RFAM

Famílias de RNA são descritas por esse grupo na Wikipedia

https://rfam.xfam.org/




Anotação funcional
atributo exemplo

Nome da proteína Beta-galactosidase

Nome do gene lacZ

organismo Escherichia coli (strain K12)

comprimento 1024 AA

função Hydrolysis of terminal non-
reducing beta-D-galactose
residues in beta-D-
galactosides

sequencia MTMITDSLAVVLQRRDWENPG
VTQLNRLAA(…)

estrutura Próximo slide

Evidência de existência Referências da literatura

Número EC, sítios ativos, interações, massa, etc



R.H. Jacobson, X.-J. Zhang, R.F. DuBose, B.W. MatthewsThree-dimensional structure of β-galactosidase from E. coli
Nature, 369 (1994), pp. 761–766

B.W. Matthews, C. R. Biologies 328 (2005)



Como anotar?

• Manualmente

– Seguir protocolos

– Impraticável para a avalanche de genomas que 
existe hoje

• Automaticamente

– Pipelines de anotação









Plataformas de anotação

• NCBI

– É possível submeter um genoma para o NCBI 
(apenas a sequência) e pedir que ele seja anotado

– Eles rodam o pipeline PGAP no genoma

– https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/

• RAST

– Rapid Annotation using Subsystems Technology

– https://rast.nmpdr.org/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/
https://rast.nmpdr.org/


O problema dos termos

• Diferentes pessoas usam diferentes palavras para 
descrever a mesma função

– mixirica, tangerina, bergamota

– sinônimos

• Diferentes pessoas usam as mesmas palavras para 
descrever funções diferentes

– manga (a fruta, de camisa)

– homógrafos

• É necessário uma padronização

– Gene Ontology



http://geneontology.org

http://geneontology.org/


Gene Ontology

• Sistema que faz 2 coisas básicas

– Padroniza os termos

– Padroniza a relação entre eles

• 3 grandes áreas

– Função molecular

– Processo biológico

– Componente celular



Simplified directed acyclic graph (DAG) illustrating several terms describing different types 

of programmed cell death (PCD). 

Trudy Torto-Alalibo et al. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 

2010;74:479-503



A padronização de GO permite 
processamento computacional

• esse é o principal uso dos números de GO

• exemplo

– enriquecimento de funções



Análise de enriquecimento

• Muito comum em expressão gênica

– genes diferencialmente expressos em condição A em
relação a um controle (para + ou para -)

• Há um enriquecimento de categorias GO (ou COG, 
etc) dos genes diferencialmente expressos?

– Super-representação

– Sub-representação

• Análise de enriquecimento depende de um teste 
estatístico para afirmar se existe super- ou sub-
representação



Códigos de evidência

• Usados no processo de anotação para indicar
como a anotação foi feita



em anotação automática, este é o código 

mais comum

estes são os códigos para inferência experimental



Gene Ontology não padroniza
nomes de proteínas

• ‘gene symbol’ (exemplo: lacZ)

• Ou mesmo…

– A frase curta que supostamente descreve a função
dos genes (a proteína)

• exemplo: gene metK
– methionine adenosyltransferase

– S-adenosylmethionine synthase

– Estas duas são equivalentes

• Então alguns problemas de comunicação 
persistem



Propagação de erros

• Já faz anos que estamos convivendo com um tsunami 
de sequências por causa da revolução genômica

• Anotação automática de genomas é essencial

• uma técnica utilizada é propagação automática

• f(A)  f(B)  f(C)  ...  f(i)

• é frequente a situação em que f(i) é errada, pois uma 
ou mais propagações indevidas ocorreram no meio 
do caminho



Como lidar com isto?

• É bom ter uma dose de ceticismo em relação a 
qualquer anotação 

• Procurar saber a metodologia que foi usada

• Uma anotação confiável precisa estar 
ancorada em dados experimentais

– Estes são escassos



Registros curados no SwissProt https://www.uniprot.org/

https://www.uniprot.org/




Procurar estrelinha entre os alinhamentos



Interações entre proteínas

• métodos experimentais

– mais confiáveis

• métodos computacionais

– mais sujeitos a erros



Programa STRING https://string-db.org/

https://string-db.org/






Um produto final da anotação é um diagrama 
mostrando o genoma anotado

uma 

representação 

de um genoma 

(linear) com sua 

anotação

Bentley et al., Nature, 2002



Legenda das faixas, de fora para 

dentro (de Bentley et al., Nature, 2002)
• Circles 1 and 2 all genes (reverse and forward strand,respectively) colour-coded by 

function (black, energy metabolism; red, information transfer and secondary 
metabolism; dark green, surface associated; cyan, degradation of large molecules; 
magenta, degradation of small molecules; yellow, central or intermediary 
metabolism; pale blue, regulators; orange, conserved hypothetical; brown, 
pseudogenes; pale green, unknown; grey, miscellaneous)

• circle 3, selected ‘essential’ genes (for celldivision, DNA replication, transcription, 
translation and amino-acid biosynthesis, colour coding as for circles 1 and 2)

• circle 4, selected ‘contingency’ genes (red, secondary metabolism; pale blue, 
exoenzymes; dark blue, conservon; green, gas vesicle proteins)

• circle 5, mobile elements (brown, transposases; orange, putative laterally acquired 
genes)

• circle 6, G+C content

• circle 7, GC bias (G-C/G+C), khaki indicates values > 1, purple, < 1). 

• The origin of replication (Ori) and terminal protein (blue circles) are also indicated.


