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OBJETIVO

Alinhar varias sequéncias de DNA ao mesmo tempo e de forma rapida.

DO QUE VOCE PRECISA

> Sequéncias de varios individuos no formato .abi;

> Sequéncia do Genbank para o mesmo gene para ajudar no inicio do
alinhamento, da mesma espécie ou de uma espécie préxima;

> Programa GENEIOUS 6.1 ou superior instalado e licenciado;

COMO FAZER

Ha quatro areas principais na interface do programa: Sources Panel, Document Table,

Document View e Help Panel que pode ser fechada sem problemas.
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No Sources Panel é possivel criar uma pasta para vocé, clicando com o botio direito
do mouse em Local. Crie subpastas para cada gene que deve alinhar dentro da sua pasta,

da mesma forma. Se fizer algo errado é sé arrastar a pasta para a lixeira Deleted Items no
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mesmo Sources Panel.

1) Importar arquivos .abi:

Selecione a pasta em que vocé quer que os arquivos sejam salvos e entdo clique:
FILE >> IMPORT >> FROM FILE (um dnico arquivo por vez).

® Geneious File

FILE >> IMPORT >> FROM MULTIPLE FILES (para importar varios arquivos).
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Tudo o que vocé editar no GENEIOUS sera salvo nos arquivos .abi que vocé importou. Isso

significa que se vocé excluir uma base ou metade de uma sequéncia e depois salvar, o
arquivo .abi original também sera modificado. Melhor é organizar todos os arquivos numa

pasta e fazer uma cdpia dos originais antes de comecar.

2) Para criar sequéncias a partir de arquivo do Excel, bloco de notas ou .fasta:
Clique em SEQUENCE >> NEW SEQUENCE

Abrird uma janela, nela vocé podera colar a sequéncia de bases, escolher o nome

para o arquivo e designar que tipo de sequéncia ela é (gene, primer etc.).

3) Fazer o Blast:

Selecionar no Document Table a sequéncia que vocé quer fazer o Blast e clique em:
SEQUENCE SEARCH na barra de ferramentas. Uma janela se abrira para escolher o tipo de
pesquisa (blast é uma das possiveis) e é s6 confirmar. No default a pesquisa é demorada, as

vezes é melhor fazer o Blast direto no site.

Ordene a pesquisa pela semelhanca genética, se ha alguma sequéncia que te
interessa para as analises ou para usar como sequéncia modelo para o alinhamento é s6

arrasta-la para a sua pasta e ela sera salva. Para editar o nome das sequéncias é s6 clicar
duas vezes no nome no Document Table e modifica-lo.

4) Alinhar sequéncias de apenas um sentido (Ida ou Volta - Forward ou
Reverse):
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Selecione no Document Table entre 5 e 10 sequéncias de uma vez (depois com
pratica pode pegar mais ao mesmo tempo). Va em ALIGN/ASSEMBLE >> MULTIPLE
ALIGN.
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Uma nova janela se abrird para escolher o algoritmo de alinhamento ClustalWW,
Muscle, Geneious, etc. e os parametros do mesmo. Escolha um e clique em ALIGN. Sera
criado um novo arquivo, o arquivo de alinhamento. Tudo o que vocé editar nesse arquivo
serd modificado também nas sequéncias do Document Table e também nos arquivos .abi
do seu computador.

Clique no terceiro botdo ap6s o Save, como indicado na figura abaixo, e a janela do
Document View sera destacada. Acerte o tamanho da janela e o zoom para as sequéncias

antes de comegar a edita-las. Clique em ALLOW EDITING para poder editar as sequéncias.
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« Altclick on a sequence position or annotation, or select a region to zoom in. Alt-shift click to zoom out.

Loss, A.C. & Dalapicolla, J. 2014. Tutorial de alinhamento multiplo no Geneious 6.1. Laboratério de
Mastozoologia e Biogeografia, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria. Disponivel
em: http://blog.ufes.br/lamab/tutoriais




/\?”\/\/w .. . . . 5 ‘D/‘mmc\%\\
ol i a LaMaB: Laboratodrio de Mastozoologia e Biogeografia oo X j@\
,(\p\%} ™I\ & g OQ

LaMaB Departamento de Ciéncias Bioldgicas 4
\ Universidade Federal do Espirito Santo J

) ¥y

A sequéncia em formato .abi vai ter o eletroferograma com a sequéncia de bases

@K\

nitrogenadas abaixo dele. Uma sequéncia .fasta ou baixada Genbank terd apenas as bases.
Tudo o que for editado ficard marcado, em amarelo (modificado), vermelho (deletado) ou
verde (acrescentado). E bom nomear os arquivos de alinhamento e guardar em outra
pasta, caso precise de conferéncia mais tarde.

Confira cada bloco de alinhamento, as bases diferentes nas mesmas posicdes estardo
marcadas com cores chamativas que podem ser controlados na aba GENERAL >> COLORS.
Edite se necessario, delete as partes iniciais e finais dos genes ndo sio de interesses ou que
estejam com a qualidade ruim.

Para deletar aperte a tecla ALT do teclado, isso deixara a sequéncia imo6vel. Se vocé
apertar o DELETE sem o ALT, ao deletar parte de uma sequéncia, esta muda de posicdo e
passa a ocupar a area que foi deletada, ficando desalinhada com relacdo as demais
sequéncias do arquivo de alinhamento. Com SHIFT apertado com o mouse vocé pode
selecionar a mesma area do alinhamento em varias sequéncias diferentes. Podendo
deletar a mesma area em varias sequéncias de uma sé vez. Depois de finalizar clique em

SAVE.

5) Alinhar sequéncias com os dois sentidos (Ida e Volta - Forward e Reverse):
Selecione no Document Table a sequéncia de volta e clicque em R.C. (REVERSE
COMPLEMENT) >> SAVE. A sequéncia sera invertida e na frente dela estara escrito entre

parénteses reverse, para vocé nao se confundir.
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Selecione selecionar a sequéncia de ida, a de volta (reserve) e clique em
ALIGN/ASSEMBLE >> DE NOVO ASSEMBLE. Abrira uma janela, deixe no default e
confirme. Serd criado um arquivo de alinhamento que tera feito uma fita consenso das
duas sequéncias.

Selecione a fita consenso e clique em EXTRACT, o programa pedird um nome para a
fita, coloque o nome da amostra mais a palavra consenso para vocé saber que aquela é a
consenso. Selecione a sequéncia de ida, de volta (reverse) e a consenso, a fita padrao do
Genbank e vai em ALIGN/ASSEMBLE >> MULTIPLE ALIGN.

Uma janela se abrira para escolher um algoritmo de alinhamento (ClustalW, Muscle,

Geneious, etc.) e os parametros do mesmo. Escolha um e clique em ALIGN. Sera criado um
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novo arquivo, o arquivo de alinhamento. Tudo o que vocé editar nesse arquivo sera
modificado também nas sequéncias do Document Table e também nos arquivos .abi do
seu computador. Compare as fitas de DNA e veja as diferencas e as edite, mas ao invés de
modificar todas as sequéncias, modifique apenas a fita consenso. Deixe as outras intactas
se possivel. No fim salve o arquivo de alinhamento e depois, ainda no arquivo de
alinhamento clique na fita de consenso e depois em EXTRACT. Salve-a com um nome

diferente, ela sera sua sequéncia alinhada.

6) Exportar as sequéncias alinhadas:

Selecione as sequéncias alinhadas, ou os arquivos de alinhamento va em FILE >>
EXPORT escolha um formato, de preferéncia .fasta, e escolha o local para salvar. Faca um
backup dos dados sempre que possivel. E bom acrescentar e alinhar o grupo externo e as
demais sequéncias do Genbank que farao parte das analises antes de exportar o arquivo,
assim vocé poupa tempo.

As versoes mais recentes do GENEIOUS permitem que vocé faca inclusive as analises

filogenéticas no programa. Basta fazer o download dos plug-ins necessarios.
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