
VIII CONGRESSO BRASILEIRO DE SOJA | Goiânia, GO | Junho 2018 688

INFLUÊNCIA DO TAMANHO DE READS E PRESENÇA DE DUPLICATAS 
NÃO NATURAIS EM BIBLIOTECAS DE RNA-Seq DE SOJA SOB DEFICIT 

HÍDRICO
 

MOLINARI, M.D.C.1; BARBOSA, D.A.1; FUGANTI-PAGLIARINI, R.2; ANDREATA, 
E.C.3; CARANHATO, A.L.H. 1; MARIN, S.R.R.4; MERTZ-HENNING, L.M.4; 

NEPOMUCENO, A.L.4 
 

1Universidade Estadual de Londrina - UEL, Londrina-PR, maylamolinari@hotmail.com; 
2Bolsista CNPq, Embrapa Soja; 3UNOPAR; 4Embrapa Soja. 

 
Em metodologias de sequenciamento em larga escala como o RNA-Seq, as 

duplicatas não naturais podem causar erros no mapeamento e gerar dados de 
expressão diferencial de qualidade duvidosa. As duplicatas não naturais de PCR 
(Reação da polimerase em cadeia) surgem de produtos de PCR múltiplos da mesma 
molécula modelo, que se ligam à célula de fluxo e a sua remoção destina-se a reduzir 
o ruído e minimizar os falsos positivos (Li et al., 2009; Dozmorovv et al., 2015; Ebbert 
et al., 2016). Os pacotes de softwares mais utilizados na literatura para identificação e 
remoção destas duplicatas, são as ferramentas MarkDuplicates, do pacote Picard e 
rmdup do pacote SAMTools. A diferença entre elas está na forma como os algoritmos 
utilizados tratam os dados. O MarkDuplicates não exclui as duplicadas, apenas as 
sinaliza/marca, para que se possa escolher levar em consideração as duplicatas ou 
não nas análises seguintes, além de exigir mais memória RAM e demorar mais tempo 
para rodar os dados. O software rmdup, por outro lado, remove de forma rápida e com 
uso de pouca memória RAM. O SAMTools remove as duplicatas não naturais com 
eficiência de bibliotecas single-end (Ebbert et al., 2016). Para bibliotecas paired-end 
existem outras ferramentas mais adequadas para esta etapa, como o Depud, uma 
ferramenta do pacote EAGER (Peltzer et al., 2016).  

A relação entre o tamanho dos reads e as duplicatas não naturais é direta, uma 
vez que uma das etapas de análise é a remoção de sequências muito curtas, abaixo 
de 40 pb que ocorrem várias vezes dentro da sequência alvo e, portanto, fornecem 
apenas informações ambíguas (Bolger; Lohse; Usabel, 2014). Quanto menor o 
tamanho dos fragmentos de entrada, menores os fragmentos após a etapa de limpeza. 
Assim, fragmentos sequenciados de 50 pb após a limpeza ficarão com 35-45 pb e os 
fragmentos de 100 pb ficarão, após a limpeza, com fragmentos entre 40-90 pb. 
Considerando esta informação, é importante, durante o delineamento experimental, 
realizar a escolha correta do tamanho dos reads que se deseja obter, dependendo da 
plataforma de sequenciamento e do objetivo do trabalho (Conesa et al., 2016). 
Bibliotecas geradas por exemplo, por plataformas Illumina podem gerar reads que 
variam de 50 a 200 pb (Liu et al., 2012; Quail et al., 2012; Buermans; Den Dunnen 
2014; Vincent et al., 2016).  

Portanto, como o tamanho final dos reads sequenciados relaciona-se 
diretamente com a qualidade do alinhamento no genoma referência, objetivou-se 
neste trabalho avaliar as taxas de ocorrência de duplicação não naturais em 
bibliotecas com diferentes tamanhos de reads, gerados por plataformas de 
sequenciamento Illumina.  

Para realização deste trabalho foram utilizadas 24 bibliotecas de RNA-Seq 
gerados pela plataforma Illumina 1.9, obtidas a partir de experimentos de soja sob 
déficit hídrico. Todas as bibliotecas single-end avaliadas apresentavam uma cobertura 
de 1X o genoma referência (Soja – cultivar Williams 82). Doze destas bibliotecas foram 
sequenciadas com reads de 50 pb em média e as outras 12 bibliotecas sequenciadas 
com reads finais de 100 pb em média. O RNA total foi obtido a partir do reagente 
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Trizol, com resgate do RNAm e eliminação do RNAr. As amostras que apresentaram 
melhor qualidade e integridade (RIN≥ 8.0) (Rna Integrity Number) foram selecionadas 
para a síntese das bibliotecas. Os arquivos brutos FASTQ tiveram sua qualidade 
avaliada antes e depois da limpeza pelo software FastQC versão 0.11.5 (Andrews et 
al, 2010; Patel; Jain, 2012). A remoção dos adaptadores e de sequências de baixa 
qualidade foi realizada com o software Trimmomatic versão 0.36 (Bolger; Lohse; 
Usabel, 2014). O alinhamento das bibliotecas também foi realizado através do 
software HISAT2 v.2.1.0, e somente os reads com alinhamentos únicos foram 
utilizados. As taxas de duplicatas não naturais foram obtidas a partir da ferramenta 
rmdup do software O SAMTools V.1.5 (Li et al., 2009; Dozmorov et al., 2015; Ebbert et 
al., 2016). Os dados apresentaram distribuição normal segundo o teste de Shapiro-
Wilk. Por se tratar de dados paramétricos foram realizadas análise de variância 
ANOVA e teste de separação de médias Tukey, ao nível de 5% de significância 
(Canteri, et al., 2001). 

Os resultados obtidos mostraram que as bibliotecas que foram sequenciadas 
em fragmentos de 50 pb apresentaram maior número de duplicações não naturais 
quando comparada às bibliotecas geradas a partir de reads de 100 pb. Para algumas 
bibliotecas, foram identificados de 9 a 15% mais duplicatas não naturais. Bibliotecas 
sequenciadas em fragmentos de 100 pb apresentaram, ao contrário, menores taxas de 
duplicação não naturais. Embora consideradas artefatos provenientes da etapa de 
PCR (Ebbert et al., 2016), altas taxas de duplicações não naturais podem gerar um 
aumento no número de genes falsos positivos. Assim, foi possível concluir que a taxa 
de duplicatas não naturais é inversamente proporcional ao tamanho dos reads finais 
gerados pela plataforma Illumina, sugerindo que, para uma análise de dados mais 
acurada e confiável, deve-se dar preferência para bibliotecas de RNA-Seq 
sequenciadas em fragmentos maiores, principalmente quando o objetivo é a 
expressão diferencial de genes, onde genes falsos positivos podem superestimar os 
resultados.   
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Figura 1. Taxa de duplicatas não naturais em bibliotecas de RNA-Seq com reads de 50 e 100 pb. Teste de Tukey ao 
nível de 5% de significância. Em azul escuro estão representadas as bibliotecas com reads de 50 pb e cinza, 
bibliotecas com reads de 100 pb. Letras maiúsculas comparam a média das bibliotecas geradas a partir de fragmentos 
de 50 e 100 pb através do teste de separação de médias Tukey ao nível de 5% de significância. Letras diferentes são 
estatisticamente diferentes. (Azul - reads com 50 pb e cinza – reads com 100 pb). 




