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RESUMO 

 

A aquicultura no Brasil teve resultados positivos em 2023, onde a produção nacional alcançou 

887.03 toneladas. O Cynoscion acoupa é um peixe popularmente conhecido como “pescada-

amarela”, encontrado principalmente no litoral norte e tem um grande valor econômico 

principalmente para fins gastronômicos. Mais recentemente foi observado um material 

chamado "isinglass", encontrado na bexiga natatória da pescada amarela, que vem sendo 

utilizado como matéria prima em diversas áreas do mercado, como por exemplo na indústria 

farmacêutica, civil, alimentícia, entre outros. O trabalho tem como objetivo montar o genoma, 

fazer a predição de genes e realizar a anotação funcional da espécie C. acoupa, vale ressaltar 

que esses dados gnômicos ainda não foram realizados por ninguém. Realizando a coleta dos 

espécimes nas regiões de Salinópolis-PA, Bragança-PA e na costa do Amapá, posteriormente 

foi feita a coleta do DNA de 5 C. acoupa, onde foi escolhida a melhor amostra para dar 

prosseguimento ao estudo. Através dessas amostras, foi feito o sequenciamento do genoma 

completo dos indivíduos capturados, com duas bibliotecas paired-end short insert (2 x 250 pb) 

DNAseq construído com o Kit Illumina DNA prep, utilizando a plataforma de sequenciamento 

NovaSeq SP 6000 Illumina, produzindo cerca de 1,302 Gb de sequências de dados brutos. 

Posteriormente, foi utilizado o FASTQC para verificar a qualidade do sequenciamento. A partir 

das sequências geradas será feita a montagem de novo do genoma utilizando o montador 

ABYSS. O alinhador BOWTIE-2 será usado para alinhar os contigs e scaffolds com o genoma 

de uma espécie filogeneticamente próxima, a ferramenta GeneMark para a predição gênica e o 

software BUSCO para a anotação do genoma, para que enfim possa deposita-lo no NCBI. 

Através dos resultados, espera-se trazer novas informações sobre o sequenciamento do genoma 

e a sua qualidade, juntamente com a publicação desses dados para estudos futuros. 

 

Palavras-Chave: montagem de genoma; Pescada-amarela; predição gênica. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Aquaculture in Brazil had positive results in 2023, where national production reached 887,03 

tons. The Cynoscion acoupa is a fish popularly known as “pescada-amarela”, found mainly on 

the north coast and has a great economic value mainly for gastronomic purposes. More recently, 

a material called "isinglass" was observed, found in the swim bladder of this fish, which has 

been used as raw material in several areas of the market, such as the pharmaceutical, civil, food, 

among others. The purpose of this work is to perform the genome assembling, gene prediction 

and carry out functional annotation of the C. acoupa organism. DNA samples were extracted 

from 5 specimens in the regions of Salinópolis-PA, Bragança-PA and on the coast of Amapá. 

The best sample was chosen to continue the study. Through these samples, the complete 

genome of the captured individuals was sequenced, with two paired libraries paired-end short 

insert (2 x 250 bp) DNAseq built with the Illumina DNA prep Kit, using the NovaSeq SP 6000 

Illumina sequencing platform, producing raw data. Subsequently, FASTQC were used to verify 

the quality of the sequencing. From the generated sequences the de novo genome assembly will 

be made using the ABYSS assembler. BOWTIE-2 will be used to align the contigs and scaffolds 

with the genome of a phylogenetically close species, GeneMark will be used for gene prediction 

and BUSCO for genome annotation, so that it can finally be deposited at the NCBI. Through 

the results, it is expected to bring new information about genome sequencing and its quality, 

together with the publication of these data for future studies. 

 

Key Words: gene prediction; genome assembly; Pescada-amarela. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A espécie Cynoscion acoupa (Lacepède, 1801), também conhecido popularmente como 

pescada-amarela, é um peixe marinho-estuarino e habita em águas tropicais e subtropicais na 

região costeira da América do Sul (Guimarães, 2018). A C. acoupa é nectônica, ou seja, é um 

organismo que se movimenta constantemente, frequenta águas rasas e salobras dos estuários, 

porém também entra em rios de água doce (Guimarães, 2018). A Cynoscion acoupa pode ser 

capturada durante todo o ano, porém, a produção se intensifica nos meses de setembro e agosto, 

no período de seca (Ferreira et al., 2020). Seu nome popular pode variar em alguns países. Na 

Venezuela a pescada-amarela é conhecida como “curvina”, já na Guiana Francesa é chamada 

de “acoupa rouge” (Oliveira, et al 2020). Os estudos a respeito da C. acoupa ainda são escassos, 

com poucas informações genéticas disponíveis, onde nenhum gênero de sua espécie tem o seu 

genoma sequenciado. Ele possui pouco investimento, mesmo considerando o valor econômico 

envolvido (Ferreira et al., 2020).  

O estado do Pará possui cerca de 562 km de região costeira que abrange cerca de 123 

comunidades, destacando regiões de igarapés, rios, manguezais e estuários, favorecendo assim 

a produção pesqueira e exportando 27,5% da produção pesqueira do Brasil (Oliveira, 2021).  

Em certos sistemas de produção pesqueira, são encontrados subprodutos valiosos, como 

a bexiga natatória de peixes, que é exportada a preços elevados, contribuindo para o aumento 

da receita na cadeia de produção de pesca (Medeiros, 2019). A C. acoupa é uma espécie que 

apresenta pele, órgãos e escamas com uma alta concentração de colágeno, (Monte, 2017). A 

partir dessa matéria-prima, é possível realizar a extração do isinglass, conhecido em alguns 

lugares no Brasil como ictiocola (colágeno extraído da bexiga natatória), que tem ampla 

aplicação na indústria (Costa et al., 2018). 

A Bioinformática vem crescendo de forma exponencial a partir da década de 90 e está 

relacionada com a análise computacional de sequências de DNA, RNA e proteínas, unindo a 

biologia molecular com sistemas de informação (Santos, 2022). A biotecnologia e a 

bioinformática desempenham um papel vital e crescente na ciência e na sociedade moderna. A 

biotecnologia envolve o uso de organismos vivos, seus sistemas ou processos para desenvolver 

tecnologias inovadoras em diversas áreas (Oyawoye et al., 2022). A bioinformática, por sua 
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vez, combina biologia com ciência da computação, permitindo a análise, interpretação e 

armazenamento de grandes conjuntos de dados genéticos e moleculares, acelerando a pesquisa 

cientifica (Ferreira, 2018).  

A composição do genoma e a anotação funcional são dois passos fundamentais no 

estudo de genomas, envolvendo organismos procariotos ou eucariotos (Charllis et al., 2020). 

Ambos desempenham papéis fundamentais na compreensão da estrutura e da função dos genes 

e na realização de pesquisas na biologia molecular e biologia genômica (Vaser et al., 2021). A 

montagem do genoma envolve a criação de uma sequência contínua e organizada dos 

nucleotídeos que compõem o DNA de um organismo (Giani et al., 2020). Isso é essencial 

porque o DNA de muitos organismos, incluindo humanos, é composto por bilhões de pares de 

bases e está organizado em múltiplos cromossomos (Charllis et al., 2020). A montagem do 

genoma permite: compreender a estrutura genômica; comparação entre espécies; identificação 

de variações genéticas (Giani et al., 2020). 

A anotação funcional é o processo de atribuir funções para genes e elementos não 

codificantes identificados no genoma (Giuffra et al., 2019). Isso inclui a identificação de 

sequências codificadoras de proteínas, elementos regulatórios, RNAs não codificantes e outras 

características importantes (Li et al., 2020). A anotação funcional é importante por entender as 

funções dos genes; identifica elementos regulatórios; compreende processos biológicos; facilita 

a pesquisa (Giuffra et al., 2019). 

A predição gênica é um passo importante para a anotação de novas sequências e 

genomas montados, porque através da predição gênica é possível analisar e buscar sequências 

de nucleotídeos que correspondem a cada um de seus genes ou de outras regiões de interesse 

(Lin et al., 2020; Junior, 2018).  

Com o avanço da tecnologia na ciência, viu-se a necessidade de estudar mais a fundo, 

em nível genômico, diversos organismos já conhecidos, como o pescado, que possui um grande 

valor econômico e gastronômico (De Meira et al., 2017). Ao explorar as complexidades 

genéticas desse precioso recurso marinho, abre-se um vasto leque de possibilidades para 

aprimoradas não apenas a indústria pesqueira, mas também a compreensão das funções 

genéticas de outros pescados (Madeira, 2008). Comparar as características genômicas entre 

espécies distintas nos permitirão entender melhor a evolução e a adaptação desses seres vivos, 

capacitando-nos a utilizar de forma mais inteligente e sustentável os recursos oferecidos pelo 

vasto ecossistema aquático. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

 

Realizar a montagem de novo, a predição de genes e a anotação funcional da espécie 

Cynoscion acoupa. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

● Sequenciar o DNA do pescado Cynoscion acoupa; 

● Realizar a montagem de novo do genoma do pescado Cynoscion acoupa; 

● Efetuar a predição de genes no genoma da Cynoscion acoupa; 

● Efetuar a anotação funcional do pescado Cynoscion acoupa; 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

Por definição, pescado é qualquer organismo aquático que pode ser consumido, com 

isso, a pescada-amarela se enquadra nessa categoria (Barbosa, 2016). A Cynoscion acoupa é o 

maior representante da família Sciaenidae, ainda se tratando de uma espécie comercial 

importante para a América do Sul, sendo responsável por uma grande movimentação no 

mercado pesqueiro (Ferreira, et al., 2016).  

A espécie Cynoscion acoupa (Lacepède, 1801) (Figura 1), pertencente ao filo 

Chordata, classe Actinopterygii, gênero Cynoscion, da Ordem Gadiformes, possui em sua 

morfologia a nadadeira dorsal com 11 espinhos e com até 22 raios; nadadeira anal com 2 

espinhos e com até 9 raios; nadadeiras pélvicas, caldais e peitorais de coloração amarelada, e 

seu queixo não possui barbilhões ou esporos, possui escamas ctenóides, que estão presentes 

em sua maioria nos peixes ósseos. Estes peixes possuem uma textura áspera no corpo e 

escamas cicloides na cabeça, cujo formato é mais liso e circular, atualmente, percebe-se um 

aumento de interesse nos estudos de suas escamas que são uma das fontes de colágeno (figura 

2) (Lemos, 2017). Atualmente existe poucos dados genômicos disponibilizados sobre o 

organismo de estudo em questão, seu genoma ainda não foi sequenciado, e suas regiões mais 

pesquisadas são proteínas e nucleotídeos. 

Figura 1. Imagem da espécie Cynoscion acoupa. 

 
Fonte: Junior (2017, p.20). 

Figura 2. Imagem demonstrativa da morfologia dos 2 tipos diferentes de escamas que a Cynoscion 
acoupa possui. 
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Fonte: Mendes (2019). 

 

O pescado já faz parte da culinária, sendo consumido semanalmente pela maioria da 

população brasileira, desde 2004, o consumo de pescado no Brasil cresceu 65%, em 2023, o 

Brasil importou US$ 1,4 bilhão em pescado (Granda, 2023). Comparado ao século passado, 

quando havia um consumo de cerca de 8,5 milhões de toneladas anualmente, houve um grande 

aumento no consumo do pescado no século XIX para cerca de 160 milhões de toneladas/ano 

(Barbosa, 2016). 

 

3.1 Importância Econômica e Distribuição Geográfica  

 

 A bexiga natatória dos peixes é um órgão localizado em seu abdômen que possui a 

função de facilitar sua natação regulando a profundidade (Oliveira; Oliveira, 2020). A bexiga 

natatória é conhecida popularmente como “bucho” ou “grude”, e sua comercialização vem 

crescendo de forma exponencial (Medeiros, 2019). A C. acoupa possui pele, órgãos e escamas 

ricos em colágeno e diversos estudos apontam que é possível fazer extração desse material 

(Monte, 2017). A partir dessa matéria prima, é possível fazer a extração do isinglass (colágeno 

extraído da bexiga natatória) que pode ser amplamente utilizado na indústria (Costa et al., 

2018). 

O valor da bexiga natatória pode variar dependendo de país, do estado da matéria-prima 

e para qual seja o objetivo final. Ela passa por diversos procedimentos industriais até se obter 

uma “gelatina de alta qualidade”, que serve de matéria prima para a indústria na clarificação de 

cervejas e vinhos, na produção de cápsulas na indústria farmacêutica, na produção de textura 

em sucos e gelatinas, e até mesmo no preparo de cimento na construção civil. Vale ressaltar que 
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o colágeno extraído destes peixes também é utilizado na indústria de cosméticos e na fotografia, 

agregando assim um alto valor comercial para esse subproduto (Pinheiro, 2021).  

A Cynoscion acoupa, é uma espécie de peixe que é de grande importância econômica 

em várias regiões, especialmente na América do Sul e Central (De matos; Lucena, 2011). O 

grude proveniente da pescada-amarela vem demonstrando seu alto valor econômico desde a 

década de 90, aumentando em 35% a pesca do C. acoupa, contudo, embora o grude tenha alto 

valor por quilograma em comparação à carne, é esta última que impulsionou majoritariamente 

os ganhos, representando 65% do rendimento econômico (Mourão, 2009).   

Em algumas regiões a pescada-amarela é exportada para o mercado internacional, o que 

gera matéria prima para os países produtores. Essas exportações podem contribuir 

significativamente para o movimento comercial de um país. A disponibilidade de pescada-

amarela e de outros pescados em áreas costeiras atrai entusiastas da pesca esportiva. O turismo 

de pesca pode gerar receita adicional por meio de pacotes turísticos, aluguel de barcos, guias 

de pesca e instrutores (De Alma et al., 2011). 

A carne da pescada-amarela é valorizada por sua qualidade e sabor suave. É uma fonte 

de proteína magra e é frequentemente consumida fresca ou congelada. É um peixe popular nos 

mercados de frutos do mar, restaurantes e supermercados (Mourão et al., 2009). A pescada-

amarela é uma fonte de alimento importante para muitas pessoas em regiões costeiras. Ela 

desempenha um papel na segurança alimentar, fornecendo uma fonte confiável de proteína 

(Santos, 2011). 

A carne da pescada-amarela é versátil na culinária. Pode ser preparada de várias 

maneiras, como grelhada, assada, cozida, frita ou ensopada (Moura et al., 2023). Sua natureza 

suave permite que ela absorva sabores e temperos, tornando-a uma excelente base para uma 

variedade de pratos (Ayulo; Machado; Scussel, 1994). Devido às suas características sensoriais 

e nutricionais, a carne da pescada-amarela é amplamente comercializada nos mercados de frutos 

do mar em várias partes do mundo (Moura et al., 2023). A carne da pescada-amarela é uma 

excelente fonte de proteína magra, o que a torna uma escolha saudável para aqueles que 

procuram uma dieta equilibrada. Além disso, ela é rica em nutrientes essenciais, como selênio, 

fósforo, vitaminas do complexo B (como B12) e ômega-3, que são benéficos para a saúde 

(Santos, 2011). 

A demanda por pescada-amarela cria oportunidades econômicas para pescadores, 

processadores de frutos do mar, distribuidores e restaurantes. Isso contribui para a economia 

local e regional em áreas onde a pesca desse peixe é significativa (Rodrigues et al., 2020). Como 

fonte confiável de alimento, a pescada-amarela desempenha um papel importante na segurança 
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alimentar, fornecendo uma fonte de proteína acessível e nutritiva para comunidades costeiras e 

consumidores em geral (Freire et al., 2019).  

No mundo todo as principais fontes de extração do colágeno são de origem suína e 

bovina, porém, nas últimas décadas, os peixes vêm ganhando foco nessa área (Quintero; Zapata, 

2017). No pescado é possível se obter 3 tipos de proteínas diferentes, entre elas temos a 

sarcoplasmática, estroma e miofibrilar (Dangaram et al., 2009). A proteína estroma é 

responsável pelo colágeno e elastina (Zavarete, 2012), por se tratar de uma proteína capacitada 

em se envolver em diversos processos industriais, valorizando o subproduto, trazendo assim 

um foco mais recente a área de estudo (Prestes, 2013).  

Pode-se observar a importância da pescada amarela em diversas áreas diferentes da 

indústria, bem como o seu valor comercial, e não apenas o pescado em si, mas também do seu 

genoma que ainda é pouco estudado. Mesmo com tamanha importância e envolvimento nas 

matérias-primas, o desenvolvimento de pesquisas nessa área é escarço, em especial, estudos 

aprofundados sobre os genes do colágeno do pescado através de ferramentas da bioinformática 

(Costa et al., 2018). 

 

3.2 Genômica  
 

O genoma é o conjunto genético de um ser vivo, o número total de genes presentes nos 

cromossomos de um organismo, contendo informação genética (Kenehisa, 2023). Esse termo 

foi criado em 1920 por Hans Winkler, docente da área de botânica na Universidade de 

Hamburgo, Alemanha. A genômica é o campo de estudo que tem concentração no 

sequenciamento, mapeamento e análise do genoma, com o objetivo de compreender a 

organização, função e estrutura dos genes e da informação genética (Urbano; Braga, 2016) 

(Montelione; Anderson, 1999). 

A estrutura genômica se dedica ao estudo da organização e estrutura do genoma, 

incluindo quadros de leitura aberta, RNA de transferência e RNA ribossômico (Kenehisa, 

2023). A identificação da localização de um gene e outros marcadores auxilia na compreensão 

da função dos elementos genômicos (Terwilliger et al., 1998). Essa identificação é representada 

por mapas genéticos definidos por marcadores moleculares. Esses mapas são gerados com base 

em frequências de recombinação gênica, distância física molecular ou características 

citológicas dos cromossomos (Urbano; Braga, 2016). 
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Conhecer a sequência de DNA é uma etapa importante para entender como o genoma 

funciona. Por isso, a genômica funcional possibilita a análise da função dos genes em diferentes 

contextos, como desenvolvimento ou em resposta a mudanças ambientais. Além disso, existem 

outras áreas derivadas dessas subdivisões da genômica (De Keersmaecker et al., 2006). 

A Bioinformática foi pioneira em unificar a biologia com ciências computacionais, 

visando estudar nucleotídeos juntamente com suas funções e estrutura, principalmente com o 

desenvolvimento das tecnologias, o que ocasionaram os sequenciamentos de nova geração 

(NGS – Next-Generation Sequencing) (Verli, 2014). Com a chegada de uma nova era, os NGS 

ajudaram a avançar na investigação de micro e macro organismos, facilitando e deixando a 

bioinformática mais acessível para diferentes pesquisadores em todo o mundo (Boers et al., 

2019). Através das plataformas de sequenciamento de nova geração é possível fazer uma grande 

leitura de dados em menos tempo e com mais eficácia (Mosele et al., 2020). Com o avanço dos 

NGS também é possível auxiliar pesquisas mais massivas utilizando outros métodos biológicos, 

como por exemplo o PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) (Tan et al., 2015). 

A área da Bioinformática tem experimentado um rápido crescimento a partir dos anos 

2000, que foi quando surgiu os primeiros sequenciadores de nova geração, e ela está 

intimamente ligada à análise computacional de sequências de DNA, RNA e proteínas, 

integrando os campos da biologia molecular e da tecnologia da informação, criando assim uma 

gama enorme de diversos programas capazes de fazer leituras de genes e bancos de dados de 

armazenamento de sequências biológicas (Santos, 2022). Com isso, tornou-se possível 

compreender de forma mais completa os dados biológicos gerados e expressos por essas 

ferramentas (Ferreira, 2018). 

 

3.2.1 Montagem de Genomas  

 

A espécie Cynoscion acoupa até o momento não teve seu genoma sequenciado e 

montado. Ela pertence ao gênero Cynoscion, onde dentro dele temos o total de 24 espécies 

filogeneticamente próximas, e nenhuma delas também teve seu genoma montado e 

disponibilizado em bancos de dados públicos. Já a sua família Sciaenidae possui 65 gêneros, 

e dentre eles 12 possuem espécies com genomas sequenciados e publicados em bancos de 

dados biológicos (National Center for Biotechnology information, 2023).  

O sequenciamento de DNA começou com os métodos mais antigos, como o 

sequenciamento de Sanger, que permitiam a leitura de fragmentos relativamente curtos de DNA 
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de cada vez (Klasberg et al., 2019). No entanto, avanços tecnológicos recentes, como a próxima 

geração de sequenciamento (NGS) e o sequenciamento de terceira geração, como a tecnologia 

de nanoporos, revolucionaram o campo da bioinformática (Jeon et al., 2021). A NGS é uma 

abordagem de alto rendimento que permite a sequenciação simultânea de milhões de 

fragmentos de DNA em uma execução única (Klasberg et al., 2019). Isso resulta na geração de 

enormes quantidades de dados sequenciais, que precisam ser processados, analisados e 

interpretados usando ferramentas de Bioinformática (Behjati; Tarpey, 2013). 

A tecnologia de sequenciamento tem uma ampla gama de aplicações na 

bioinformática. Ela é utilizada para sequenciar o genoma completo de organismos, incluindo 

humanos, plantas, animais e micro-organismos, o que fornece informações valiosas sobre a 

estrutura genética e as variações entre os indivíduos (Hu et al., 2021). Além disso, o 

sequenciamento é usado para estudar o transcriptoma, que é o conjunto de lista de RNA 

expressos em uma célula ou tecido específico, permitindo a análise da expressão gênica e a 

descoberta de novos genes (Hu et al., 2021). Também é utilizado para identificar doenças 

genéticas, como câncer, Alzheimer e rastrear a origem de doenças infecciosas, investigar a 

diversidade genética de indivíduos e realizar estudos evolutivos (Rodrigues, 2009). 

A tecnologia de sequenciamento tem o potencial de revolucionar a medicina 

personalizada, permitindo a identificação de variantes genéticas associadas a doenças 

específicas e facilitando a seleção de tratamentos personalizados com base no perfil genético 

individual (Behjati; Tarpey, 2013). No entanto, o sequenciamento em si é apenas o primeiro 

passo. A análise e interpretação dos dados sequenciais requer o uso de ferramentas 

bioinformáticas sofisticadas, algoritmos e métodos estatísticos para realizar tarefas como 

montagem de genoma, anotação genômica, identificação de variantes, análise de expressão 

gênica e análise filogenética (Urbano; Braga, 2016). 

 Contudo, a tecnologia de sequenciamento na Bioinformática vem desempenhando um 

papel crucial na geração de dados genômicos e transcriptômicos, permitindo a compreensão 

mais aprofundada dos processos biológicos, a descoberta de novos conhecimentos e aplicações 

em várias áreas, como medicina, agricultura, biologia evolutiva e biotecnologia (Jorge, 2016). 

Dentre os diversos fabricantes de plataformas de sequenciamento NGS, a Illumina 

atualmente é uma das principais existente no mercado, com uma vasta gama de sequenciadores 

que podem ser encontrados, como o iSeq 100, MiSeq, HiSeq 2500, entre outros (Jeon et al., 

2021). Este tipo de sequenciamento NGS pode ser usado para determinar a composição 

bacteriana de comunidades microbianas complexas com o intuito de descobrimento de 

morfologia e funcionamento (Heikema et al., 2020). A Illumina introduziu o HiSeq X Ten, com 



17 

 

células de fluxo padronizadas. A Illumina NGS aproveita o sequenciamento por síntese (SBS) 

procurando a introdução de nucleotídeos marcados à proporção que a cadeia de DNA é copiada 

(paralela) (Jeon et al., 2021). Os NGS geram um número maior de dados de sequenciamento de 

DNA, de forma mais barata do que o sequenciamento tradicional que é o método Sanger (Hu 

et al., 2021). O sequenciamento Illumina pode fornecer uma saída de dados variando de 300 

kilobases (kb) até vários terabases (Tb) em uma única execução (Stoler; Nekrutenko, 2021). 

O processo de montagem de sequências genômicas tem como objetivo 

reconstruir o genoma alvo através da combinação de pequenas sequências chamadas reads e 

levando em consideração as sobreposições entre elas (El-Metwally et al., 2013). Na década de 

70, um novo método de sequenciamento foi descoberto, o método Sanger (figura 3), através 

dele é possível incorporar nucleotídeos alterados quimicamente, possibilitando assim 

posteriormente novas tecnologias como Next Generation Sequencing (NGS).  

 

Figura 3 :Automatização do método de Sanger. Após a desnaturação da dupla fita, 

didesoxinucleotídeos marcados com compostos florescentes são incorporados à cadeia nascente de 

DNA sintetizada pela DNA polimerase. 

 
Fonte: Moreira (2015). 
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Existem duas abordagens principais para realizar essa montagem: a montagem 

por referência, que utiliza um genoma de referência próximo filogeneticamente ao genoma 

alvo, e uma abordagem de novo, que realiza a montagem apenas com base nas sobreposições 

das leituras, sem a necessidade de uma referência (Urbano; Braga, 2016). Antes de iniciar a 

montagem, é necessário realizar o pré-processamento dos dados para lidar com possíveis erros 

de sequenciamento (Vrancken et al.,2016). Uma etapa importante nesse processo é a avaliação 

da qualidade das leituras, qualidade essa que é medida pela confiabilidade dos dados de 

sequências de nucleotídeos obtidos durante o processo de sequenciamento (De Sena, 2019). 

Essa avaliação permite identificar regiões de baixa qualidade por meio de histogramas, 

auxiliando na tomada de decisões quanto à remoção de bases de baixa qualidade (Wojcieszek 

et al., 2014) (Urbano; Braga, 2016). 

Com o pré-processamento, a montagem pode ser realizada por meio de diferentes 

abordagens, como algoritmos gulosos, consenso de layout de sobreposição (OLC, overlap-

layout-consensus) e grafos de De Bruijn (Nagarajan; Pop, 2013). No algoritmo guloso, cada 

leitura é comparada com todas as outras em busca das melhores sobreposições, repetindo-se o 

processo até que todas as leituras sejam utilizadas (Nagarajan; Pop, 2013). Em seguida, as 

sobreposições são utilizadas para agrupar as leituras e formar sequências contíguas, também 

conhecidas como contigs (Urbano; Braga, 2016). Na abordagem OLC, o algoritmo também 

busca pela melhor sobreposição, porém, essa informação é organizada em um grafo no qual 

cada vértice representa uma leitura e as arestas que os conectam são as sobreposições entre 

essas leituras (Wojcieszek et al.. 2014). Nos montadores que utilizam grafos De Bruijn, as 

leituras são divididas em sub-leituras de tamanho fixo, chamadas k-mers (Ramos, 2022). Estes 

k-mers são usados para gerar um grafo onde cada vértice representa um k-mer e as arestas são 

as sobreposições de tamanho k-1(Ramos, 2022). Nestes algoritmos, a etapa de busca pela 

melhor sobreposição não existe, o que resulta numa redução do esforço computacional 

(Nagarajan; Pop, 2013).   

A montagem por referência é um método utilizado na bioinformática para 

reconstruir sequências de DNA a partir de leituras obtidas por sequenciamento. Este método 

baseia-se na comparação das leituras sequenciadas com uma sequência de referência 

previamente conhecida, como um genoma já sequenciado de uma espécie próxima ou da mesma 

espécie. A montagem por referência é amplamente utilizada em estudos genômicos devido à 

sua eficiência e precisão. 
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A etapa final da montagem consiste na geração dos scaffolds (Figura 4), que utiliza 

as leituras em pares para orientar e ordenar os contigs gerados durante o processo de montagem 

(Scott et al., 2020). As distâncias estimadas entre as leituras pareadas ajudam a determinar a 

distância entre os contigs e a preencher as lacunas presentes nos scaffolds (Bayat et al., 2018; 

Urbano; Braga, 2016). Alguns montadores possuem módulos automatizados para a geração dos 

scaffolds durante o processo de montagem (Scott et al., 2020). Ao final da montagem, 

geralmente, são gerados dois arquivos de saída: um contendo os contigs e outro contendo os 

scaffolds (Bayat et al., 2018; Urbano; Braga, 2016). 

É possível que ainda ocorram lacunas após a geração do scaffolds, que podem 

ser diminuídas ou até mesmo totalmente resolvidas por programas específicos (Zhou et al., 

2023). Por fim, é feita a avaliação do resultado da montagem, etapa de extrema importância 

para o bom processamento pelos montadores (Zhou et al., 2023). Programas de bioinformática 

podem avaliar diferentes métricas para diferentes montagens, sejam por referência ou De 

Novo, disponibilizam tabelas e gráficos com resultados comparativos, podem auxiliar nesta 

etapa (Mikheenko et al., 2018).  Tecnologia de sequenciamento na bioinformática refere-se a 

um conjunto de técnicas e métodos utilizados para determinar a ordem precisa dos 

nucleotídeos em uma molécula de DNA ou RNA (Verli, 2014). Essa informação sequencial é 

fundamental para compreender a estrutura, a função e a variação genética dos organismos 

(Verli, 2014). 

 
Figura 4: Processo de montagem de genomas: Reads, Contigs e Scaffolds. 

 
Fonte: Kremer, (2020). 
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A montagem de genomas de eucariotos, em comparação com a montagem de genomas 

de procariotos, apresenta adicionais devido à maior complexidade e estruturação genética dos 

genomas eucarióticos (Tørresen et al., 2019). Algumas das principais diferenças na montagem 

de genomas de eucariotos, com ênfase nas características específicas desses genomas, podem 

ser observadas na ilustração abaixo (Figura 5): 

 

 
Figura 5. Principais diferenças da montagem de genomas eucariotos. 

 
Fonte: Os autores (2024). 

 

Em resumo, a montagem de genomas de eucariotos é mais desafiadora devido à 

complexidade estrutural, tamanho variável dos genomas e a presença de elementos repetitivos 

(Tørresen et al., 2019). Isso requer o uso de técnicas avançadas de sequenciamento e montagem, 

bem como uma compreensão profunda da biologia molecular para montar com precisão os 

genomas eucarióticos e identificar genes funcionais (Li et al., 2019; Tørresen et al., 2019) 

A montagem por referência é um método que utiliza um genoma de referência 

previamente conhecido ou uma sequência relacionada filogeneticamente como guia para a 

montagem das sequências alvo (Pop; Salzberg, 2008). Esse método é particularmente útil 

quando se tem um genoma de referência bem caracterizado disponível, como é o caso de 

organismos com genomas amplamente conhecidos, como humanos, moscas de frutas e 

bactérias comuns (Heller; Vingron, 2020). A montagem por referência envolve o controlado 
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das sequências curtas ou "reads" seguindo do sequenciamento contra o genoma de referência, 

procurando correspondências e sobreposições (Pop; Salzberg, 2008). Com base nesse 

acompanhamento, as leituras são organizadas e verificadas em sequências mais longas e 

contíguas, conhecidas como "contigs" (Heller; Vingron, 2020).  

Por outro lado, a montagem de novo é um método que não requer um genoma de 

referência e realiza a montagem das sequências alvo apenas com base nas informações de 

sobreposição entre as leituras (Wee et al., 2019). Nesse método, como se lê são detectados entre 

si para identificar sobreposições e regiões de similaridade. Essas sobreposições são usadas para 

construir contigs maiores, que representam sequências genômicas contíguas (Wick et al., 2015). 

A montagem de novo é particularmente útil quando não há um genoma de referência adequado 

disponível ou quando o objetivo é obter uma sequência genômica completamente nova, como 

no caso de organismo pouco estudado ou em projetos de descoberta de novas espécies 

(Paszkiewicz; Studholme, 2010). No entanto, uma montagem de novo é mais desafiadora e 

computacionalmente intensiva, uma vez que requer uma resolução de sobreposições complexas 

e identificação de regiões repetitivas (Wee et al., 2018). 

Ambos os métodos têm suas limitações. A montagem por referência pode 

apresentar dificuldades em regiões genômicas altamente variáveis ou em genomas altamente 

divergentes em relação ao genoma de referência (Peker et al., 2019). Além disso, pode não 

capturar variações genômicas ou inserções/deleções em relação ao genoma de referência (Peker 

et al., 2019). Por outro lado, uma montagem de novo pode levar à formação de contigs 

incompletos ou contendo erros devido a sobreposições ambíguas ou repetições (Wee et al., 

2018; Heller; Vingron, 2020). 

Os montadores de genoma são software e algoritmos utilizados para montar 

sequências de DNA a partir de dados brutos de sequenciamento (Khan et al., 2018). Essas 

ferramentas desempenham um papel crucial na genômica, permitindo a reconstrução de 

genomas completos de organismos, desde bactérias até seres humanos (Silva; Notaria; 

Dall’alba, 2020). O campo da montagem de genomas está em constante evolução, com novos 

algoritmos e ferramentas sendo desenvolvidos regularmente. Pesquisadores devem acompanhar 

as atualizações para garantir que estejam usando a melhor ferramenta disponível para suas 

necessidades (Khan et al., 2018).  

A montagem de genoma consiste na reconstrução das sequências de DNA, RNA e 

proteína a partir de fragmentos de sequenciamento, que podem ser obtidos por técnicas como o 

sequenciamento de nova geração (NGS) ou até mesmo o sequenciamento de terceira geração 

com a tecnologia PacBio ou Nanopore (Lu; Giordano; Ning, 2016). A montagem de genoma 
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pode ser desafiadora devido a fatores como repetições no genoma, variações de tamanho de 

sequência, erros de sequenciamento e a qualidade dos dados, que são fatores cruciais para uma 

montagem de qualidade (Alkan; Sajjadian; Eichler, 2011). Além disso, a complexidade do 

genoma (procariótico ou eucariótico) também influencia os desafios enfrentados na montagem 

(Alkan; Sajjadian; Eichler, 2011). A escolha do montador de genoma e a configuração de seus 

parâmetros são importantes para obter resultados precisos. Isso envolve ajustar os parâmetros 

de acordo com a qualidade dos dados de sequenciamento e a natureza do genoma (Sohn et al., 

2018).   

A montagem de novo ABySS funciona com dados experimentais fazendo análises de 

transcriptomas (Nikolic et al., 2022). ABySS é um montador de sequência para leituras curtas, 

montando leituras de 36-50 pb (Birol et al., 2009). Outra ferramenta muito utilizada na 

bioinformática é o Bowtie 2. Se trata de uma ferramenta utilizada para alinhar as leituras de 

sequenciamento com cerca de 50 até 100 ou 1000 pares de bases, também são bons em 

alinhamentos longos, como o dos mamíferos (Yao et al., 2020). O Bowtie 2 também fornece 

suporte aos modos de alinhamentos que possuem lacunas, locais e extremidades emparelhadas 

(Sang, 2021). 

Existem diversos montadores de genoma disponíveis, cada um com suas próprias 

características e vantagens. Alguns exemplos no esquema montado a baixo (figura 6):  

 
Figura 6. Exemplos de montadores de genoma. 

 
Fonte: Os autores (2024). 

 

O SOAPdenovo é um software de montagem de genomas desenvolvido pelo BGI 

(Instituto Genômico de Pequim, Beijing Genomics Institute), uma das maiores organizações de 

sequenciamento de genomas existente. Este montador de genomas é projetado para a montagem 



23 

 

de sequências de DNA de alto rendimento geradas por tecnologias de sequenciamento de nova 

geração (NGS) (Li et al., 2015). 

O SOAPdenovo utiliza uma abordagem de montagem de sequência de sobreposição 

de leituras curtas, que é comumente empregada em montadores de genomas de NGS (Carpenter 

et al., 2019). Ele analisa as sobreposições entre leituras curtas para montar contigs que, 

posteriormente, são usados para montar contigs maiores e, finalmente, o genoma completo 

(MADRITSCH et al., 2021). Logo ele é escalável e pode ser usado para montar genomas de 

diferentes tamanhos, desde genomas de bactérias até genomas eucarióticos mais complexos, 

incluindo genomas de plantas e animais (Carpenter et al., 2019). 

O software oferece configurações personalizáveis, permitindo que os pesquisadores 

ajustem parâmetros, como tamanho mínimo de sobreposição, para se adequarem aos dados de 

sequenciamento específicos e aos genomas que estão sendo montados (Qin et al., 2021). O 

SOAPdenovo tem sido amplamente utilizado em pesquisas genômicas e é conhecido por seu 

bom desempenho na montagem de genomas, desde genomas bacterianos até genomas de 

organismos mais complexos (Kooij; Pellicer, 2020). No entanto, seu desempenho pode 

depender da qualidade dos dados de sequenciamento e da configuração adequada dos 

parâmetros (Zheng et al.,2019). 

Além disso, o desenvolvimento de ferramentas de montagem de genomas está em 

constante evolução, desenvolvimento e novas versões ou alternativas podem estar disponíveis 

para atender às necessidades específicas dos pesquisadores (Khew et al., 2020). Portanto, 

espera-se que ocorra a consulta a literatura científica e as fontes atualizadas para obter 

informações sobre as opções mais recentes em montagens de genomas (Miao et al., 2021). 

A montagem de genomas é fundamental para a pesquisa nas áreas da biologia, genética, 

biotecnologia e medicina. Ela é usada para estudos de variações genômicas, genomas de 

organismos não-modelo, diagnóstico de doenças genéticas e muito mais (Sandberg et al., 2019). 

Em resumo, os montadores de genoma desempenham um papel fundamental na análise de 

sequências genômicas, permitindo a reconstrução e o estudo de genomas completos (Li et al., 

2023). A escolha do montador e a configuração adequada são cruciais para obter resultados 

precisos e úteis na pesquisa em que estiver trabalhando (De Jesus-Pires et al., 2020).  

Com o surgimento de toda essa nova tecnologia de sequenciamento, viu-se a 

necessidade de bancos de dados para armazenar todas as novas informações e que também 

possua acesso fácil e simples, como por exemplo o GenomeARK. Os princípios do GenomeArk 

é ser um espaço de trabalhos e repositório de banco de dados para genomas de referência de 

alta qualidade de todas as espécies (Howe, 2020). Os conjuntos finais depositados são curados 
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por especialistas antes de serem enviados aos bancos de dados públicos, como por exemplo o 

NCBI GenBank (Tuner et al., 2023). O GenomeArk pode ser acessado através do link 

(https://genomeark.github.io/ ) (Howe, 2020). 

Porém, é necessário ter um controle sobre a qualidade dos sequenciamentos e montagens 

disponíveis nos bancos de dados. O BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) 

é uma ferramenta que tem como objetivo avaliar a montagem do genoma, se baseando no 

conceito de genes ortólogos de cópia única, onde são conservados entre as espécies relacionadas 

(Simão et al., 2015). Como por exemplo, pesquisadores que procuram estudar a completude do 

genoma de mamífero deverão usar genes ortólogos de cópia única que já foram descobertos em 

outros mamíferos (Simão et al., 2015). 

3.2.2 Predição Gênica   

 

A predição de genes é um passo importante para a anotação de novas sequências e 

genomas montados, e é responsável por analisá-las e buscar sequências de nucleotídeos 

correspondentes a cada um de seus genes ou de outras regiões de interesse (Mathé et al. 2002). 

O seu objetivo é encontrar a localização de diferentes partes que compõe a estrutura do gene. 

A predição gênica é o processo de identificar regiões codificantes de proteínas (genes) 

dentro de uma sequência de DNA. Este processo é essencial para a anotação de novos genomas 

e envolve uma combinação de técnicas computacionais e experimentais. As abordagens 

principais para predição gênica incluem a predição baseada em similaridade e a predição ab 

initio. (Wang et al., 2004).  

Na predição baseada em similaridade, utiliza-se sequências de proteínas ou genes 

conhecidos de outras espécies para encontrar regiões semelhantes na sequência de DNA em 

estudo. Ferramentas como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) são amplamente 

utilizadas para realizar estas buscas de similaridade, ou o Exonerate que é um programa que 

executa alinhamentos de sequência de DNA e proteínas para prever a localização e estrutura 

de genes. Quando uma sequência semelhante é encontrada, a anotação do gene conhecido é 

transferida para a nova sequência. Esta abordagem é particularmente eficaz quando há 

genomas de referência bem anotados de espécies próximas (Rogalska et al., 2023).  

A predição ab initio utiliza características estatísticas e modelos matemáticos para 

identificar genes com base apenas na sequência de DNA. Algoritmos ab initio analisam a 

sequência de DNA em busca de padrões que correspondem a características conhecidas de 
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genes, como sinais de iniciação e terminação de transcrição, regiões promotoras, codões de 

início e término, e padrões de exons e íntrons (Stanke et al., 2006). Ferramentas como 

GENSCAN, AUGUSTUS, e GeneMark são exemplos de programas ab initio que utilizam 

modelos probabilísticos, como modelos de Markov ocultos, para prever genes (Burge, Karlin, 

1997; Stanke et al., 2004; Lomsadze et al., 2005). 

A predição de genes moderna frequentemente integra múltiplas fontes de dados, 

incluindo RNA-Seq, dados de proteínas e informações epigenéticas. A combinação de 

métodos ab initio e baseados em similaridade, juntamente com dados experimentais, pode 

aumentar significativamente a precisão das predições (Trapnell et al., 2010). 

A predição gênica enfrenta vários desafios, como a presença de genes sobrepostos, onde 

uma sequência de DNA pode codificar mais de um gene, e a existência de splicing alternativo 

(é o processo pelo qual os íntrons são removidos do pré-mRNA e os éxons são unidos para 

formar um mRNA maduro que será traduzido em uma proteína, e quando ele é alternativo 

permite que diferentes combinações de éxons sejam juntadas, resultando em múltiplas variantes 

de mRNA a partir de um único gene) , onde diferentes exons são combinados para formar 

múltiplas variantes de mRNA (Black, 2000). Genomas complexos, com muitas regiões 

repetitivas, pseudogenes ou regiões altamente conservadas, também complicam a predição. 

Além disso, a precisão das ferramentas computacionais varia, e a integração com dados 

experimentais é frequentemente necessária para garantir previsões confiáveis (Lin et al., 2020; 

Junior, 2018). 

A predição gênica tem diversas aplicações, incluindo a anotação de novos genomas, a 

descoberta de novos genes associados a doenças e a compreensão de mecanismos genéticos. 

Na agricultura e biotecnologia, a predição gênica ajuda na identificação de genes de interesse 

para o melhoramento genético de plantas e animais (Zhou; Troyanskaya, 2015). Se trata de uma 

área dinâmica e em constante evolução, essencial para a biologia computacional e a genômica. 

Ferramentas e métodos modernos continuam a melhorar, integrando novas tecnologias e fontes 

de dados para fornecer previsões mais precisas e detalhadas. À medida que mais genomas são 

sequenciados, a importância de métodos precisos e eficientes de predição de genes continuará 

a crescer, impulsionando avanços em biotecnologia, medicina e biologia evolutiva. 
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3.2.3 Anotação Funcional  

 

A anotação do genoma é o processo de identificar e atribuir funções a elementos 

genômicos, como genes, regiões regulatórias e outros elementos funcionais em um organismo 

(Reed et al., 2006). Isso envolve a identificação de sequências de DNA que codificam proteínas 

(genes), bem como a determinação de onde esses genes começam e terminam, quais éxons e 

íntrons eles contêm e qual é a sequência de aminoácidos da proteína que codificam (Reed et al., 

2006). 

A anotação estrutural descreve a localização precisa dos diferentes elementos em um 

genoma, como quadros de leitura abertos, regiões de codificação, éxons, íntrons, repetições, 

locais de splicing, sequências regulatórias, códons de início e parada e promotores (Oliveira, 

2019). A anotação funcional atribui funções aos elementos genômicos encontrados pela 

anotação estrutural, relacionando-os a processos biológicos como o ciclo celular, morte celular, 

desenvolvimento, metabolismo, etc. identificando elementos que possam ter sido anotados por 

erro (Burgarelli et al., 2018). 

Além da identificação de genes, a anotação do genoma também pode envolver a 

identificação de sequências regulatórias, como promotores, que controlam a expressão gênica 

(Seemann, 2014). Também pode incluir a identificação de elementos repetitivos, regiões não 

codificantes do genoma e características estruturais, como telômeros e centrômeros (Yandell et 

al., 2012). 

A anotação do genoma é essencial para entender a função e a estrutura dos genomas dos 

organismos, bem como para realizar estudos comparativos entre diferentes espécies (Seemann, 

2014). Auxiliando os pesquisadores a elucidar os mecanismos moleculares subjacentes a 

processos biológicos e a desenvolver aplicações em áreas como biotecnologia, medicina e 

conservação. Atualmente no mercado existe algumas ferramentas de bioinformática que nos 

possibilitam a fazer a anotação (Tatusova et al., 2016). 

A anotação funcional busca identificar a função biológica da sequência do genoma e 

também pode levar a descobertas em organismos de interesse, assim como também é possível 

alcançar descobertas relacionadas a estrutura e funcionalidade de organismos através da 

anotação funcional. Pode-se compreender a anotação funcional como um processo que auxilia 

diversas descobertas de componentes que possuem suma importância nos organismos de 

estudos, principalmente genes e seus produtos (Santos, 2022). 
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A anotação do genoma é um processo computacional que envolve uma associação de 

informações relevantes para a biologia aos dados genômicos sequenciados (Santos, 2022). 

Recentemente, houve um avanço significativo na automação desse processo. A anotação 

compreende a identificação e descrição de genes, proteínas, vias regulatórias e metabólicas 

(Shumate; Salzberg, 2021). Geralmente, isso é realizado por meio de pipelines de anotação, que 

são combinação de softwares usados em sequência. Às vezes, o processo envolve o elemento 

humano para lidar com as anotações geradas automaticamente, o que é conhecido como 

curadoria manual (Médigue; Moszer, 2007). 

O processo de anotação pode ser dividido em duas fases. A primeira fase, chamada de 

fase computacional ou automática, utiliza várias fontes de evidência de genomas ou dados 

transcriptômicos de espécies relacionadas para realizar uma predição inicial de genes e 

transcrições. Na fase subsequente, conhecida como curadoria manual, todas as informações 

anotadas durante uma fase automática são revisadas e resumidas em uma anotação final. 

Geralmente, as informações são manipuladas de um genoma de referência próximo para a nova 

sequência usando métodos baseados em homologia (Richardson; Watson, 2012; Urbano; Braga, 

2016). 

Com o aumento exponencial dos sequenciamentos de genomas, há menos tempo 

disponível para a anotação manual, o que leva a uma maior dependência de pipelines de 

anotação automática (Urbano; Braga, 2016). No entanto, o uso exclusivo de pipelines 

controlados pode resultar na introdução e controle de erros, como erros de ortografia, nomes 

idênticos a genes com produtos diferentes e diferenciados entre ortólogos e parálogos (Urbano; 

Braga, 2016). Esses erros podem levar a anotações inconsistentes e incorretas. Portanto, a 

curadoria manual desempenha um papel crucial na detecção e correção desses erros. Como 

resultado deste aumento no sequenciamento e montagem de genomas, houve um consequente 

aumento no número de genomas anotados disponíveis em bancos de dados públicos (Stothard; 

Wishart, 2006). 

Uma das características distintivas do GeneMark é sua capacidade de levar em 

consideração a presença de estruturas de introns-exons em eucariotos, o que o torna 

particularmente útil na anotação de genomas de organismos mais complexos (Hoff et al.,2016). 

O GeneMark é frequentemente usado em projetos de anotação de genomas eucarióticos, tanto 

de organismos modelo quanto de espécies de interesse agronômico, médico ou ecológico 

(Mcininch et al., 1996). Sua precisão, velocidade e adaptabilidade o tornam uma ferramenta 

valiosa na genômica comparativa e funcional (Hoff et al.,2016). 
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O GeneMark já foi responsável pela anotação funcional de diversos genes de eucariotos, 

entre eles temos a Danio rerio, também conhecido como zebra fish, que é um organismo modelo 

amplamente utilizado em pesquisas em biologia do desenvolvimento e genética (Arick et al., 

2023). Seu genoma foi anotado usando o GeneMark, entre outras ferramentas, para identificar 

genes e regiões regulatórias importantes (Arick et al., 2023). O Tetraodon nigroviridis, este é 

um peixe amplamente estudado em biologia evolutiva, e o GeneMark foi empregado na 

anotação de seu genoma para identificar genes e elementos regulatórios (Brůna et al.,2020) 

O Apollo é uma ferramenta de software de código aberto desenvolvida pelo Berkeley 

Bioinformatics Open-Source Projects (BBOP) para a anotação manual de sequências 

genômicas (Dun et al., 2019). O principal objetivo do Apollo é permitir que os pesquisadores 

identifiquem e anotem genes e outras características genômicas em sequências de DNA (Lee et 

al., 2009). Ele oferece uma interface gráfica amigável que permite aos usuários visualizarem o 

genoma, identificarem genes e marcadores, bem como adicionarem anotações e atributos a 

esses elementos (Firtina et al., 2020). Com diversas características e funcionalidades (figura 7)  

 
Figura 7. Principais características e funcionalidades do programa Apollo. 

 
Fonte: Os autores (2024). 

 

Em resumo, o Apollo é uma ferramenta poderosa e amplamente utilizada na anotação 

manual de sequências genômicas, desempenhando um papel importante na compreensão da 

estrutura e função dos genomas de diferentes organismos (Firtina et al., 2020). 

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) é uma ferramenta fundamental em 

bioinformática, frequentemente aplicada na anotação de genomas (Oehmen; Nieplocha, 2006). 
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Embora o BLAST seja mais conhecido por sua função de alinhamento de sequências, ele 

desempenha um papel crucial na anotação de genomas, especialmente na identificação de genes 

e na atribuição de funções aos elementos genômicos (Syngai et al., 2013). 

Na anotação do genoma, o BLAST é usado para comparar sequências de DNA ou 

proteína recém-identificadas com sequências de referência em bancos de dados públicos, como 

o GenBank ou o UniProt. Isso permite aos pesquisadores inferir a função de genes recém-

descobertos com base em sua similaridade com genes previamente caracterizados (Gupta et al., 

2014). 

Por exemplo, após a predição de um novo gene por meio de ferramentas de predição de 

genes como o GeneMark ou o AUGUSTUS, os pesquisadores podem usar o BLAST para 

comparar a sequência de aminoácidos da proteína codificada por esse gene com sequências de 

proteínas conhecidas em bancos de dados públicos (Gabler et al., 2020). Se houver uma alta 

similaridade com uma proteína previamente caracterizada, isso pode fornecer pistas sobre a 

função do novo gene. Além disso, o BLAST também pode ser usado para identificar regiões 

conservadas, elementos regulatórios e outras características funcionais nos genomas, 

contribuindo assim para uma anotação mais abrangente e detalhada (Edwards; Cottage, 2001). 

Em resumo, o BLAST é uma ferramenta essencial na anotação de genomas, ajudando os 

pesquisadores a atribuir funções aos genes recém-identificados e a compreender melhor a 

estrutura e a função dos genomas de uma variedade de organismos (Kaudal et al., 2006). 

O Gnomon é mais uma ferramenta de anotação de genes desenvolvida pelo National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) que é frequentemente usada para identificar 

genes em genomas eucarióticos (Legeai et al., 2010). Ele usa uma variedade de métodos, 

incluindo alinhamentos de sequências homólogas, modelagem de HMM (Hidden Markov 

Models) e algoritmos de predição de genes ab initio para identificar e anotar genes em 

sequências de DNA (Nagy et al., 2008). 

O Gnomon foi aplicado em uma ampla variedade de espécies de eucariotos para a 

anotação de seus genomas (Legeai et al., 2010). No caso de espécies de peixes, embora o 

Gnomon possa ter sido usado em alguns estudos, é importante notar que a anotação do genoma 

geralmente envolve uma combinação de várias ferramentas e abordagens, incluindo o Gnomon, 

GeneMark, AUGUSTUS, EVidenceModeler (EVM), entre outros (Hoff et al., 2016). Alguns 

exemplos de espécies de peixes cujos genomas foram anotados usando o Gnomon incluem: 

Danio rerio, Tetraodon nigroviridis e Gasterosteus aculeatus. Vale ressaltar que a combinação 

de diferentes ferramentas e abordagens é essencial para produzir uma anotação completa e 

precisa do genoma de uma espécie (Legeai et al., 2010). 
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Com o avanço da tecnologia na ciência, viu-se a necessidade de estudar mais a fundo, 

em nível genômico, diversos organismos já conhecidos, como por exemplo o pescado, que 

possui um grande valor econômico e gastronômico, buscando assim ter uma maior 

compreensão sobre as funções dos genes que possui, e como melhor usá-los ao nosso favor.  
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4. METODOLOGIA 
 

4.1 Coleta das Amostras e Extração de DNA  

 

Os peixes utilizados neste trabalho foram capturados de três locais: Cuiarana, vila do 

município de Salinópolis/PA (Latitude: -0.631339, Longitude: -47.3461), Bragança/PA 

(Latitude: -1.06595, Longitude: -46.7895) e na costa do estado do Amapá (Latitude: 2.05108, 

Longitude: -50.7945) (Figura 8). Essas 3 regiões foram escolhidas por serem localidades de 

fácil acesso para os pescadores, por possuírem proximidade de portos e mercados de peixe, o 

que facilita a captura, transporte e comercialização dos peixes, e também essas áreas são 

conhecidas por terem uma alta concentração de Pescada-Amarela, devido ter presença de 

habitats adequados, como estuários e zonas costeiras ricas em nutrientes, favorece a reprodução 

e o crescimento desses peixes. As amostras de pescadas amarelas capturadas na costa do 

Amapá, foram coletadas no desembarque pesqueiro no mercado do Ver-o-Peso, em Belém/PA 

são exibidas na Figura 9. O DNA foi coletado do tecido muscular (nadadeira ventral) dos peixes. 

O material biológico coletado foi analisado através do procedimento de eletroforese em gel, 

pelo laboratório da Universidade Federal Rural da Amazônia (UFRA) – Belém, e a amostra de 

melhor qualidade foi escolhida para dar prosseguimento na metodologia de sequenciamento.  

 
Figura 8. Localização da Origem das Amostras Coletadas. 

 
Fonte: Google Mapas (2023). 



32 

 

Figura 9. Peixes de origem da costa do Amapá. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Os autores (2023). 

 

4.2 Sequenciamento do Genoma 
 

Foi realizado o sequenciamento do genoma completo dos indivíduos capturados com 

duas bibliotecas pareadas paired-end short insert (2 x 250 pb) DNAseq construídas com o Kit 

Illumina DNA prep, utilizando a plataforma de sequenciamento NovaSeq SP 6000 Illumina, 

produzindo 1,302 Gb de sequências (dados brutos). A integridade das amostras de DNA 

coletadas e sequenciadas pode ser observada na Figura 11. 

 Posteriormente foi realizada a avaliação do sequenciamento utilizando o FastQC 

(Andrews et al., 2004) para medir a qualidade das leituras geradas. A Tabela 1 descreve os 

parâmetros das bibliotecas pareadas. 

Tabela 1. Bibliotecas paired-end. 

ID CODIFICAÇÃO 
TOTAL DE 

SEQUÊNCIAS 

TOTAL 

DE BASES 

TAMANHO 

DAS 

SEQUÊNCIAS 

%GC 

PA-VP-3_S1_L001_R1_001 Sanger / Illumina 1.9 270.582.401 63.7 Gbp 35-251 

 

42 

 

PA-VP-3_S1_L001_R2_001 Sanger / Illumina 1.9 270.582.401 63.7 Gbp 35-251 42 

PA-VP-3_S1_L002_R1_001 Sanger / Illumina 1.9 380.666.644 90.1 Gbp 35-251 42 
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PA-VP-3_S1_L002_R2_001 Sanger / Illumina 1.9 380.666.644 90.1 Gbp 35-251 42 

 

4.3 Montagem do Genoma 

  

Utilizou-se o software KmerGenie (Chikhi; Medvedev, 2014) com parâmetros padrão 

para estimar o melhor tamanho de k-mer (k) para a montagem. Foi escolhido o KmerGenie por 

nos entregar os melhores resultados e por se tratar de um software que possui bom desempenho 

de alta cobertura, que já vem sendo validado por outros trabalhos de genomas de eucariotos.  O 

tamanho correto do k-mer é crucial durante o processo de montagem de genomas, pois afeta 

diretamente a precisão e a eficiência da reconstrução do genoma original a partir dos fragmentos 

de sequência. A escolha do tamanho correto de k-mer tem impacto direto na resolução de 

sobreposições, discriminação de regiões repetitivas, complexidade computacional e no tamanho 

dos contigs. Portanto, escolher o tamanho correto do k-mer é uma consideração crítica na 

montagem de genomas, pois pode afetar significativamente a qualidade e a completude do 

genoma reconstruído. Uma escolha cuidadosa do tamanho do k-mer pode ajudar a maximizar a 

precisão da montagem e a eficiência dos recursos computacionais utilizados. 

A ferramenta apontou o tamanho 71 como melhor valor de k para a montagem das 

leituras da pescada amarela. 

Com base nesse valor de k-mer, utilizou-se o montador MEGAHIT (Li et al., 2016) 

(tabela 2) por apresentar alto desempenho em genomas grandes, algoritmo avançado e 

compatibilidade com várias plataformas. Para assim realizar a montagem de novo da pescada 

amarela com os seguintes parâmetros: 

 
Tabela 2. Parâmetros utilizados no montador MEGAHIT. 

Parâmetros Valor 
-1 /home/rommelufpa/pescada/PA-VP-3_S1_L001_R1_001. 

fastq,/home/rommelufpa/pescada/PA-VP-3_S1_L002_R1_001.fastq 

-2 /home/rommelufpa/pescada/PA-VP 3_S1_L001_R2_001. 
fastq,/home/rommelufpa/pescada/PA-VP-3_S1_L002_R2_001.fastq 

 

--k-list 71 
-o /tmp/megahit_pescada 

--tmp-dir /tmp/temp_megahit 
--out-prefix pescada_mega 

-t 64 
MEGAHIT_TEMP_DIR /tmp/temp_megahit/megahit_tmp_EXNT1j/ 
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 Sendo:  

• Arquivos de entrada (-1 e -2): Os caminhos dos arquivos fastq que contêm as sequências 

de DNA pareadas para a montagem do genoma. Os arquivos -1 e -2 correspondem aos 

pares de leitura 1 e leitura 2, respectivamente. 

• Lista de k-meros (--k-list): Define a lista de valores de k-mer a serem testados durante 

o processo de montagem. No caso, o valor específico foi 71. 

• Diretório temporário (--tmp-dir): O diretório onde serão armazenados os arquivos 

temporários durante o processo de montagem. 

• Prefixo de saída (--out-prefix): Define o prefixo do nome dos arquivos de saída gerados 

pelo MEGAHIT. No caso, os arquivos de saída terão o prefixo "pescada_mega". 

• Número de threads (-t): O número de threads (ou processadores) a serem utilizados 

durante o processo de montagem. Neste caso, foram utilizados 64 threads. 

 

Esses parâmetros são essenciais para configurar e executar o processo de montagem do 

genoma utilizando o MEGAHIT. 

A avaliação da montagem foi feita com a ferramenta QUAST (Gurevich et al., 2013). 

Já a estimativa de k-mer e a montagem foram realizadas em um computador com processador 

AMD Opteron (TM) Processor 6238 de 2600 MHz, 24 cores (utilizando 64 threads) e 2 TB de 

memória RAM. 

 

4.4 Predição Gênica  

 

Após a montagem do genoma, a predição dos genes foi feita com o software 

AUGUSTUS (Stanke et al., 2006) em um computador com processador Intel(R) Xeon(R) Silver 

4210R de 2.40 GHz, 30 cores e 72GB de memória RAM. Utilizou-se os parâmetros padrão da 

ferramenta, com exceção do parâmetro “species”; neste caso, utilizou-se o valor “zebrafish”. 

Foi escolhido esse parâmetro por se tratar da espécie de peixe mais utilizada na bioinformática, 

devido ao seu genoma bem caracterizado, transparência durante seu desenvolvimento, 

similaridade genética com humanos e sua aplicação em diversas áreas, pois foi utilizado em 

pesquisas que vão desde o desenvolvimento e regeneração até estudos de doenças genéticas e 

screening de drogas. 

Existem diversos programas capazes de realizar a predição gênica, como o 

AUGUSTUS que é um programa de predição de genes ab initio amplamente utilizado em 
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bioinformática para anotação de genomas eucarióticos (Hoff et al., 2016). Desenvolvido por 

Mario Stanke e Oliver Keller, o AUGUSTUS é conhecido por sua capacidade de prever genes 

de eucariotos de forma precisa e eficiente (Hoff et al., 2019). O programa baseia-se em modelos 

estatísticos de Markov ocultos (HMMs) para identificar genes em sequências de DNA. Ele leva 

em consideração características como composição de bases, distribuição de codões e padrões 

de splicing para melhorar a precisão das previsões de genes (Brůna et al., 2023). 

Uma das principais vantagens do AUGUSTUS é sua capacidade de adaptação a 

diferentes espécies. Ele pode ser treinado com dados de sequenciamento genômico de uma 

espécie específica, o que melhora significativamente sua precisão na predição de genes para 

aquela espécie em particular (Stanke et al., 2004). O AUGUSTUS é amplamente utilizado em 

projetos de anotação de genomas eucarióticos, contribuindo para a identificação de genes e para 

a compreensão da estrutura e função dos genomas de diversas espécies (Stanke et al., 2003). 

Sua precisão, adaptabilidade e facilidade de uso fazem dele uma ferramenta valiosa na área da 

genômica comparativa e funcional. A espécie mais conhecida que fez uso do AUGUSTUS na 

anotação do genoma é o Homo sapiens, o genoma humano foi extensivamente anotado usando 

várias ferramentas de anotação, incluindo o AUGUSTUS, para identificar genes e regiões 

regulatórias importantes (Hoff et al., 2019).  

O GeneID é outra ferramenta de predição de genes amplamente utilizada na anotação 

de genomas eucarióticos. Desenvolvido por Jaime E. Blair e Pablo Librado, o GeneID é 

projetado para identificar genes em genomas complexos (Alioto et al., 2019). Esta ferramenta 

utiliza modelos estatísticos de Markov ocultos (HMMs) para predizer a estrutura dos genes, 

incluindo os locais de início e término, os éxons e os íntrons. O GeneID também leva em 

consideração características como a frequência de codões e padrões de splicing para melhorar 

a precisão das predições (Blanco et al., 2007). 

Uma das vantagens do GeneID é sua capacidade de adaptar-se a diferentes organismos 

e condições, tornando-o uma escolha versátil para a anotação de genomas de uma ampla gama 

de espécies eucarióticas (Legeai et al., 2010). O GeneID já foi aplicado em muitos projetos de 

anotação de genomas eucarióticos em diferentes organismos, incluindo humanos, animais, 

plantas e micro-organismos (Blanco et al., 2007). Sua precisão e eficácia na identificação de 

genes o tornam uma ferramenta valiosa para os pesquisadores que buscam compreender a 

estrutura e a função dos genomas eucarióticos (Blanco et al., 2009). 

O GeneMark é uma ferramenta de predição de genes ab initio que é amplamente 

utilizada na anotação de genomas eucarióticos. Desenvolvida por Alexei Lukashin e Mark 

Borodovsky, essa ferramenta é notável por sua precisão e eficácia na identificação de genes em 
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sequências de DNA (Lukashin; Borodovsky, 1998). O GeneMark utiliza modelos estatísticos 

de Markov ocultos (HMMs) para identificar locais de início e término de genes, bem como 

regiões de codificação dentro do genoma. Ele é capaz de reconhecer padrões de codões de 

início, codões de parada e padrões de splicing para melhorar a precisão das predições (Besemer; 

Borodovsky, 2005). 

 

4.5 Anotação do Genoma 

 

Os resultados gerados pelo preditor gênico AUGUSTUS foram usados com entrada no 

programa GOFEAT (Araujo et al., 2018) por apresentar bons resultados, integração com banco 

de dados públicos e relatórios detalhados.  Que assim gerou a anotação funcional do genoma 

da pescada amarela.  

O processamento do GOFEAT para os dados da pescada amarela foi realizado em um 

computador com processador Intel(R) Xeon(R) Silver 4210R de 2.40 GHz, 30 cores e 72GB de 

memória RAM. 

A Figura 10 mostra a tela do GOFEAT recebendo os dados do AUGUSTUS para fazer 

a anotação funcional da pescada amarela. 

 
Figura 10. Tela do Programa GOFEAT produzindo a anotação funcional. 

 
Fonte: Os autores (2024). 
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Outra ferramenta de bioinformática capaz de realizar a anotação funcional é o 

EVidenceModeler (EVM), se trata de uma ferramenta de integração de evidências projetada 

para compilar e refinar previsões de anotação de genes em genomas. Desenvolvido por Mark 

Yandell e colegas, o EVM permite combinar e pesar diferentes fontes de evidência para 

produzir uma anotação de gene final mais precisa e abrangente (Haas et al., 2008). Ele é 

comumente usado em projetos de anotação de genomas, nos quais várias ferramentas de 

predição de genes, como AUGUSTUS, GeneMark, Glimmer, entre outras, são usadas para 

gerar previsões de genes (Gabriel et al., 2021) Essas previsões são então combinadas com 

evidências experimentais, como sequências de ESTs (Expressed Sequence Tags), alinhamentos 

de proteínas homólogas e dados de RNA-seq, para refinar e melhorar a anotação de genes (Haas 

et al., 2008). 

O EVM usa um modelo de aprendizado de máquina para integrar essas diferentes 

fontes de evidência e produzir uma anotação final que otimiza a precisão e a sensibilidade na 

identificação de genes (Tang et al., 2014). Ele também permite aos usuários ajustar e 

personalizar parâmetros para atender às necessidades específicas de seus projetos. Essa 

abordagem de integração de evidências ajuda a mitigar os erros inerentes a qualquer método 

individual de predição de genes e a produzir uma anotação final mais confiável e completa 

(Tang et al., 2014). Portanto, o EVM desempenha um papel importante na anotação de genomas 

e na compreensão da estrutura e função dos genomas de uma variedade de organismos (Kong 

et al., 2016). 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Coleta de Amostras  

 

Dentre as seis amostras de DNA coletadas, a de melhor qualidade foi a de número 5, 

pois possuía o DNA menos desintegrado e, portanto, a melhor visibilidade e dosagem. Foi então 

feito o procedimento de eletroforese em gel de agarose em laboratório (Figura 11).  

 
Figura 11. Integridade das amostras de DNA coletadas, feito através do gel de agarose. 

 
Fonte: Os autores (2024). 

 

5.2 Sequenciamento do Genoma 

 

Foi realizado o sequenciamento do genoma completo dos indivíduos capturados com 

duas bibliotecas pareadas paired-end short insert (2 x 250 pb). Cada uma das bibliotecas gerou 

2 arquivos, as fitas Reverse (Figuras 12 e 14) e Forward (Figuras 13 e 15), gerando assim no 

total 1,302 Gb de sequências de dados brutos. Pode-se observar que ambas as fitas de ambas as 

bibliotecas obtiveram bons resultados, se mantendo acima do corte phred 28 (Figuras 12 a 15). 

Nos relatórios gerados pelo FastQC, as estatísticas básicas fornecem informações valiosas sobre 

a qualidade e características dos dados de sequenciamento, incluindo o número total de 

sequências, o comprimento das sequências, a distribuição do conteúdo de GC e a ausência de 

sequências consideradas de baixa qualidade.  

 
 

1     2     3     4    5     6 
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Figura 12. Relatórios de avaliação do sequenciamento gerados pelo FastQC – Fita L002_R2_001. 

 
Total Sequences: O arquivo contém 380,666,644 sequências, o que indica uma 

quantidade substancial de dados de sequenciamento. 

Total Bases: Com um total de 90 Gbp, isso sugere um alto rendimento de dados. 

Sequences flagged as poor quality: Nenhuma sequência foi marcada como de baixa 

qualidade, o que é um bom indicador da qualidade geral do sequenciamento. 

Sequence length: As sequências variam de 35 a 251 bases, indicando uma variação no 

comprimento dos reads. 

%GC: O conteúdo GC é de 42%, que está dentro do intervalo esperado para muitos 

genomas. 



40 

 

A qualidade da sequência é alta nas primeiras 200 bases, com scores de Phred 

geralmente acima de 28 (faixa verde), indicando alta qualidade. A partir de cerca de 210 bases, 

a qualidade começa a cair, com algumas leituras entrando na faixa amarela (qualidade 

moderada) e algumas na faixa vermelha (qualidade baixa). A média de qualidade permanece 

alta para a maior parte da sequência. Os dados de sequenciamento têm alta qualidade, mas as 

bases finais mostram uma queda na qualidade, o que é comum em sequenciamentos de leitura 

longa. 

 
Figura 13. Relatórios de avaliação do sequenciamento gerados pelo FastQC – Fita L001_R2_001. 

 

 
A qualidade é alta no início das leituras (pontuações próximas de 36), permanecendo no 

intervalo verde (alta qualidade) até cerca de 180 bp. A partir de 180 bp, a qualidade começa a 
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diminuir, caindo para o intervalo amarelo (qualidade moderada) e finalmente para o vermelho 
(baixa qualidade) após cerca de 220 bp. Existe uma variabilidade maior na qualidade nas 
posições finais das leituras. 

As leituras possuem alta qualidade na maior parte da sequência, com uma diminuição 
notável na qualidade nas posições finais. No entanto, nenhuma sequência foi marcada como de 
má qualidade, o que sugere que os dados são confiáveis. 

 
Figura 14. Relatórios de avaliação do sequenciamento gerados pelo FastQC – Fita 

L002_R1_001. 

 

 
As pontuações de qualidade no início das leituras são altas, próximas de 36, e 

permanecem dentro do intervalo verde (alta qualidade) até cerca de 180 bp. A partir de 
aproximadamente 180 bp, há uma diminuição gradual na qualidade das bases, movendo-se para 
o intervalo amarelo (qualidade moderada). Nas posições finais das leituras (após cerca de 220 
bp), a qualidade cai significativamente, entrando no intervalo vermelho (baixa qualidade).  

A maior parte das sequências tem alta qualidade, especialmente nas posições iniciais e 
intermediárias das leituras. Há uma diminuição na qualidade das bases nas posições finais das 
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leituras. O que é normal para grandes leituras. Nenhuma sequência foi marcada como de má 
qualidade, o que indica que os dados são, em geral, confiáveis. 

 
Figura 15. Relatórios de avaliação do sequenciamento gerados pelo FastQC – Fita L001_R1_001. 

 

 
 

O gráfico de qualidade por base (Per base sequence quality) mostra a qualidade média 

das bases em cada posição ao longo das sequências de DNA. Geralmente, a qualidade de uma 

base é representada pela pontuação de qualidade de Phred, que é um valor numérico que indica 

a confiabilidade da base. Pontuações de qualidade mais altas indicam bases mais confiáveis e, 

portanto, uma menor probabilidade de erro de leitura.  

Os resultados do FastQC foram positivos, pois todos os gráficos gerados para as fitas 

Reverse e Forward apresentaram valores elevados, com a maioria dos resultados situando-se 
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na faixa verde. Isso sugere uma alta qualidade nos dados de sequenciamento, indicando que as 

bases estão consistentemente bem distribuídas e com boa qualidade ao longo de ambas as fitas. 

A predominância de resultados na faixa verde confirma a confiabilidade dos dados, o que é 

essencial para análises subsequentes de genômica e bioinformática. 

 

5.2 Montagem do Genoma 
 A ferramenta de Bioinformática QUAST permite avaliar os principais indicadores de 

qualidade da montagem realizada pelo MEGAHIT. Os resultados são apresentados a seguir. 

 
Figura 16. Relatório geral da montagem da Cynoscion acoupa com o MEGAHIT. 

 
 

Foram identificados um total de 1.461.557 contigs na amostra. Desses, 212.302 contigs 

têm pelo menos 1000 base pares (bp), 7.789 têm pelo menos 5000 bp, 257 têm pelo menos 

10.000 bp, 3 têm pelo menos 25.000 bp e 2 têm pelo menos 50.000 bp. 

O comprimento total dos contigs na amostra é de 858.922.370 bp. Destes, 455.039.030 

bp correspondem a contigs com pelo menos 1000 bp, 50.223.340 bp correspondem a contigs 

com pelo menos 5000 bp, 3.235.389 bp correspondem a contigs com pelo menos 10.000 bp, 

289.662 bp correspondem a contigs com pelo menos 25.000 bp e 262.946 bp correspondem a 

contigs com pelo menos 50.000 bp. O maior contig na amostra tem 150.291 bp de comprimento. 
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A porcentagem de bases de guanina e citosina (GC) na amostra é de 42,13%. A 

estatística N50 indica o comprimento em que 50% do comprimento total dos contigs é 

representado pelos N contigs mais longos. Nesse caso, o N50 é de 1911 bp, enquanto o N90 é 

de 720 bp. L50 e L90 indicam o número de contigs necessários para alcançar o N50 e o N90, 

respectivamente. Aqui, são necessários 91.413 contigs para atingir o N50 e 286.658 contigs 

para atingir o N90. E por fim não foram identificados N's (nucleotídeos indefinidos) a cada 

100.000 bp na amostra. 

Esses dados fornecem uma visão abrangente da distribuição do tamanho dos contigs, 

bem como da qualidade geral do sequenciamento genético da amostra. 

 
Figura 17. Comprimento dos contigs após a montagem da Cynoscion acoupa com o MEGAHIT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O eixo y representa o comprimento dos contigs (fragmentos de sequências de DNA) 

em quilobases (kbp) e o eixo x representa o número de contigs. Cada barra ou ponto no gráfico 

representa um intervalo de comprimento de contig e a altura ou posição da barra ou ponto indica 

quantos contigs têm esse comprimento. Por exemplo, se houver uma barra ou ponto em x=20 e 

y=30, isso indicaria que existem 30 contigs no conjunto de dados que têm um comprimento de 

aproximadamente 20 quilobases. Ele pode fornecer insights sobre a qualidade da montagem, a 

presença de regiões repetitivas no genoma e outras características estruturais importantes. 
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Figura 18. Comprimento acumulado das sequências de bases (em megabases) após a montagem da 

Cynoscion acoupa com o MEGAHIT. 

 
 

A linha curva que passa pelo gráfico sugere uma relação entre o índice de contig e 

o comprimento acumulado das sequências de bases (em megabases). A curva indica como o 

comprimento total das sequências de bases aumenta à medida que mais contigs são adicionados. 

indicando o progresso do sequenciamento genético. A forma da curva pode fornecer insights 

sobre a distribuição e o tamanho dos contigs na amostra, bem como a cobertura do genoma ou 

do conjunto de dados sequenciados. 

 
Figura 16. Conteúdo GC x janelas após a montagem. 
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O conteúdo de GC varia em diferentes regiões ou janelas do genoma ou do conjunto 

de dados analisado. As regiões com maior conteúdo de GC terão valores mais altos no eixo 

vertical, que como podemos observar no gráfico é GC 40 com Windows 250000, enquanto as 

regiões com menor conteúdo de GC terão valores mais baixos. O gráfico também mostra o 

número de janelas ou regiões analisadas, indicado pela marca "#windows" (número de janelas). 

Isso sugere que a distribuição do conteúdo de GC foi analisada em várias regiões ou segmentos 

do genoma ou conjunto de dados. 

Esse tipo de análise do conteúdo de GC é importante em genômica e bioinformática, 

pois o conteúdo de GC pode influenciar vários processos biológicos, como a estabilidade do 

DNA, a estrutura da cromatina e até mesmo a expressão gênica. 

 
Figura 19. Conteúdo GC x Contigs após a montagem. 

 
 

O eixo x (horizontal) representa a porcentagem de GC, que é a proporção de bases 

nitrogenadas guanina e citosina em relação ao total de bases nitrogenadas em uma sequência de 

DNA. O eixo Y (vertical) representam o número de contigs, que são segmentos de DNA em 

um genoma que foram montados. O gráfico mostra aumento a partir do GC 30, tendo seu ápice 

no 40, com 150000 contigs. 

Isso sugere que existe uma relação entre a porcentagem de GC e o número de contigs. 

Picos ou padrões interessantes nesses pontos podem indicar regiões genômicas de interesse, 

como regiões com características de alta ou baixa GC, ou podem refletir aspectos do processo 

de montagem do genoma. 
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5.3 Predição Gênica e Anotação (AUGUSTUS e GOFEAT) 

 

A predição gênica realizada no software AUGUSTUS gerou um total de 262.456 

resultados (Figura 18), que foram usados com entrada para o programa GOFEAT para gerar a 

anotação funcional da pescada amarela. A Figura 20 mostra um recorte da saída produzida pelo 

programa GOFEAT com a anotação funcional do genoma da pescada amarela. 

 
Figura 20. Recorte da Predição Gênica realizada pelo programa AUGUSTUS. 

 
 

Figura 21. Recorte da Anotação Funcional da pescada amarela realizada pelo programa GOFEAT. 
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Os resultados variam em localização, tamanho e função. Entre os produtos gerados, 

observou-se uma diversidade de proteínas, incluindo proteínas não caracterizadas, receptores 

de traço associados a aminas, proteínas ribossomais e proteínas envolvidas em processos 

metabólicos e de sinalização.  

Uma média das proteínas revelou uma variedade de tamanhos e funções, destacando a 

complexidade e diversidade do genoma estudado. Esses resultados fornecem uma visão 

abrangente da diversidade genética e do potencial funcional do organismo em questão, abrindo 

caminho para estudos futuros sobre a regulação genética e as vias biológicas envolvidas.  

Ao final do processo de anotação funcional, a ferramenta GOFEAT permite gerar uma 

nuvem de palavras com as ontologias relacionadas aos produtos encontrados. A nuvem de 

palavras é exibida na Figura 22. 

 
 

 

Figura 22. Ontologias relacionadas aos produtos encontrados após a anotação funcional da pescada 

amarela com o programa GOFEAT. 

 
 

 A totalidade dos produtos encontrados na anotação funcional da pescada amarela pode 

ser encontrada no link a seguir: < https://docs.google.com/spreadsheets/d/1qDzZA-7Fx-

j9zz9sWMHUMZ3WlE1R5FOk/edit?usp=sharing&ouid=107147507373473858882&rtpof=tr

ue&sd=true > 
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6. DISCUSSÃO 
 

A montagem de novo do genoma de um eucarioto é consideravelmente mais complexa 

e desafiadora em comparação com a montagem de genomas procarióticos. Trata-se de uma 

tarefa árdua devido à complexidade inerente aos genomas desses organismos, que são 

geralmente maiores e mais complexos, contendo sequências repetitivas e regiões não 

codificantes que podem dificultar a montagem correta.  

A montagem e anotação genômica de Cynoscion acoupa podem ser comparadas com 

estudos similares realizados em outras espécies de peixes. Por exemplo, a montagem do genoma 

do Danio rerio (peixe-zebra), que é um modelo importante na pesquisa biológica, utilizou 

ferramentas como Gnomon, GeneMark e EVidenceModeler (EVM), o estudo de Howe et al. 

(2013) sobre o genoma do Danio rerio revelou a complexidade do genoma de vertebrados e 

forneceu insights significativos sobre a evolução dos genes e suas funções em organismos 

aquáticos. Estudos com o Danio rerio feito pelo pesquisador Howe et al (2013) têm mostrado 

a eficiência do uso de ferramentas como o AUGUSTUS na predição gênica devido ao seu 

genoma bem caracterizado, o que facilita a comparação e validação de dados genômicos entre 

espécies. Também pode-se observar o estudo do genoma do Labeo rohita (carpa-rohu) que 

revelou informações sobre fluxo gênico e determinação do sexo, utilizando abordagens 

semelhantes de sequenciamento e anotação no trabalho de Jena et al. (2017). 

A montagem de novo do genoma da pescada amarela foi um trabalho desafiador de 

diversos aspectos. O primeiro ponto de limitação foram os recursos computacionais. Os 

algoritmos que realizam montagem de novo baseadas em k-mers, ou seja, com a abordagem de 

grafos de bruijn, requerem um alto poder de processamento e quantidade de memória. Quando 

este processo é aplicado a um eucarioto, em especial um peixe, essa complexidade aumenta 

exponencialmente. Outro aspecto foi a busca por organismos filogeneticamente próximos para 

servirem de base durante o processo de predição gênica e anotação funcional. Como não havia 

genomas próximos, a complexidade do processo aumentou.    

 As etapas predição gênica realizadas com o software Augustus e a anotação funcional 

com o GOFEAT revelaram informações inéditas sobre a estrutura e função dos genes da C. 

acoupa. A identificação de sequências codificadoras de proteínas, elementos regulatórios e 

RNAs não codificantes é crucial para compreender os processos biológicos desta espécie. Esse 

trabalho é consistente com estudos anteriores, como os de Giani et al. (2020) e Charllis et al. 
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(2020), que destacam a importância da montagem genômica na compreensão da estrutura e 

função dos genomas. 

A predição gênica em Cynoscion acoupa revelou uma variedade de proteínas envolvidas 

em processos metabólicos e de sinalização, semelhantes às encontradas em outros peixes de 

importância econômica, como o salmão (Salmo salar) e o bacalhau (Gadus morhua). Estudos 

em salmão têm utilizado ferramentas de predição gênica para identificar genes relacionados à 

resistência a doenças e crescimento rápido, aspectos cruciais para a aquicultura (Lien et al., 

2016) 

Os resultados obtidos neste estudo estão alinhados com pesquisas anteriores sobre 

genômica de peixes, como as de Crepaldi (2024) que trabalhou com a arquitetura genômica de 

peixes Megaleporinus, destacando assim a importância da montagem genômica na 

compreensão da estrutura genética e na identificação de variações genéticas. No entanto, este 

estudo é pioneiro na aplicação dessas técnicas à C. acoupa, preenchendo uma lacuna na 

literatura genômica de peixes marinhos-estuarinos. 

As ferramentas de bioinformática são amplamente aplicadas em uma variedade de 

eucariotos, proporcionando uma anotação genômica precisa e detalhada, a anotação genômica 

do Cynoscion nebulosus (pescada-manchada), uma espécie filogeneticamente próxima, revelou 

importantes informações sobre a estrutura genômica e a evolução de características adaptativas 

em ambientes estuarinos (Roberts et al., 2009). Os resultados obtidos com a Cynoscion acoupa 

e outros organismos filogeneticamente próximos permite uma análise mais ampla das 

funcionalidades genéticas, identificando regiões conservadas e elementos regulatórios que 

podem ser cruciais para a adaptação e sobrevivência dos organismos.  

A anotação funcional do genoma de C. acoupa tem importantes implicações práticas, 

especialmente para a indústria pesqueira e farmacêutica (Noda et al., 2010). A bexiga natatória 

da pescada-amarela, rica em colágeno, é utilizada na produção de isinglass, um material valioso 

para vários setores. O conhecimento detalhado do genoma pode levar ao desenvolvimento de 

métodos mais eficientes de remoção e utilização deste recurso, aumentando o valor econômico 

da espécie (Ledur et al., 2004). A anotação funcional feita por programas como o GOFEAT 

tem sido aplicada para identificar funções genéticas e associações com processos biológicos 

específicos. Em organismos como a tilápia (Oreochromis niloticus), ela tem revelado genes 

associados a mecanismos de resistência ao estresse ambiental e reprodução, oferecendo insights 

valiosos para a aquicultura sustentável. 

A gestão sustentável das populações de C. acoupa é crucial para evitar a sobrepesca e 

garantir a sustentabilidade da indústria pesqueira. O conhecimento genômico pode informar 
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práticas de manejo e conservação mais eficazes, contribuindo para a preservação dos 

ecossistemas aquáticos. Regulamentações baseadas em dados genômicos podem promover a 

pesca sustentável e a conservação da natureza natural de C. acoupa (Castro et al., 2018). Além 

disso, a integração de dados transcriptômicos e proteômicos pode oferecer uma visão mais 

completa dos processos biológicos em C. acoupa.  

Como pode se observar nos estudos de Li et al. (2016). A colaboração interdisciplinar 

entre bioinformática, biotecnologia e ecologia será fundamental para explorar plenamente o 

potencial genômico desta espécie. A montagem genômica em Cynoscion acoupa e outros 

organismos aquáticos proporciona uma base sólida para pesquisas futuras, incluindo a aplicação 

de técnicas avançadas como a edição de genes CRISPR-Cas9. Essa técnica tem sido explorada 

em organismos como o peixe-zebra para entender a função de genes específicos e desenvolver 

novas abordagens terapêuticas (Hoshijima et al., 2016). 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A montagem de novo, no contexto da genômica, é uma técnica fundamental para criar 

sequências genômicas completas de organismos, especialmente quando não há um genoma de 

referência disponível ou quando se deseja obter uma visão completa e não tendenciosa do 

genoma. Existem várias razões para usar a montagem de novo, como, a descoberta de novas 

espécies; a variação genica; identificação de novos genes e elementos regulatórios. Vale 

ressaltar que não até o momento não existia nenhum genoma sequenciado e disponível, dos 

organismos pertencentes ao gênero Cynoscion, que é o gênero onde se encontra o pescado C. 

acoupa. 

O projeto de montagem, predição gênica e anotação do genoma da espécie Cynoscion 

acoupa apresentou resultados promissores e inéditos. Através da coleta de amostras nas regiões 

de Salinópolis-PA, Bragança-PA e na costa do Amapá, e utilizando a tecnologia de 

sequenciamento NovaSeq SP 6000 Illumina, foi possível gerar aproximadamente 1302 Gb de 

dados brutos. A qualidade do sequenciamento foi verificada utilizando o FASTQC, e a 

montagem de novo do genoma foi realizada com o montador MEGAHIT. Foi tentada a 

execução dessa montagem no servidor local que estava disponível na UFRA campus 

Paragominas, mas ele não foi capaz de finalizar a montagem. Posteriormente, tentou-se 

executar a montagem em um servidor mais robusto de uma instituição parceira na República 

Dominicana. O processo também não conseguiu finalizar. Por fim, conseguiu-se realizar a 

montagem em um terceiro servidor da Universidade Federal de Minas Gerais. 

A predição gênica, executada com a ferramenta AUGUSTUS, e a anotação funcional, 

realizada com o software GOFEAT, resultaram em uma compreensão detalhada e abrangente 

do genoma da Cynoscion acoupa. Os resultados obtidos forneceram informações valiosas sobre 

a complexidade e diversidade do genoma desta espécie, destacando a presença de uma 

variedade de proteínas, incluindo proteínas não caracterizadas, receptores associados a aminas, 

proteínas ribossomais e proteínas envolvidas em processos metabólicos e de sinalização. 

Como trabalho futuro, é preciso realizar o depósito do genoma no NCBI, o que 

contribuirá significativamente para futuras pesquisas, permitindo que outros pesquisadores 

tenham acesso a esses dados para estudos complementares. Este projeto não apenas enriquece 

o conhecimento científico sobre a Cynoscion acoupa, mas também abre novas possibilidades 

de aplicação biotecnológica, especialmente na indústria farmacêutica e alimentícia. Em suma, 

este estudo pioneiro na montagem, predição gênica e anotação do genoma da Cynoscion acoupa 
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representa um avanço significativo na genômica de peixes de importância econômica, 

oferecendo uma base sólida para futuras investigações e aplicações práticas. 

As tarefas de sequenciamento, montagem, predição gênica e anotação funcional do 

genoma da Cynoscion acoupa, conhecida como pescada amarela, representam avanços 

importantes no campo da biotecnologia e bioinformática na Amazônia, principalmente por se 

tratar de um estudo pioneiro, a primeira caracterização genômica desta espécie, oferece uma 

base robusta para futuras pesquisas genômicas. 
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