
Aula
Princípios de sequenciamento em escala genômica

Disciplina
RCB0300- Biotecnologia III

Ciências Biomédicas
FMRP/USP

Wilson Araújo da Silva Junior
Departamento de Genética da FMRP/USP

htpp://rge.fmrp.usp.br
wilsonjr@usp.br

mailto:wilsonjr@usp.br


NGS (Next Generation Sequencing)



What would you do if you could sequence everything?







Frederick Sanger
1977

Video: https://www.youtube.com/watch?v=qr6A4eXZOWs





2001 2011

Next Generation Sequencing

Biologia Computacional

Biologia de Sistemas Moleculares



DNA
- Whole Genome-Seq
- Exome-Seq
- Metagenomics
- 16S Ribossomal diversity

Epigenomics
- Chip-Seq
- Methyl-Seq

RNA
- mRNA-Seq
- miRNA-Seq

Protocolos:

Structural and genomic 
alterations/mutation

Regulation of Gene Expression

Expression of Genes 
(canonical and non-canonical)



Análise de dados em escala genômica
Next Generation Sequencing

1. Definição do problema biológico;

2. Discussão do desenho experimental;
     - Tipo de amostra, número amostral, abordagem
      de NGS, etc.

4. Discussão dos resultados;

5. Conclusão do estudo.



Análise de dados em escala genômica
Next Generation Sequencing



NGS (Next Generation Sequencing)

Etapas:

1. Extração do DNA ou RNA

2. Preparo da biblioteca (fragmentação randômica)

3. Sequenciamento da biblioteca

4. Análise dos dados (Bioinformática)



1. Extração do DNA ou RNA

- Manual ou automatizada

- Qualidade (pureza e integridade)

Pureza: Contaminação com RNA/proteínas

Integridade: Fragmentação do DNA ou RNA

OD 260nm /280nm Razão = 1,8 – 2,0
Amostras com razão acima de 2,0 tem muito RNA

Amostras com razão abaixo de 1,8 tem contaminação com proteína

Contaminação com reagentes
OD 260nm /230nm Razão = 2,0 – 2,2
Amostras com razão abaixo do esperado tem contaminação reagentes

Extração do DNA ou RNA



Quantificação do DNA ou RNA
Fator de conversão: Uma absorção de 1,0 a 260 nm corresponde a uma concentração 
de 50 ng/µL (50 µg/mL) para dsDNA puro. 

Obs: Os valores de absorção devem estar dentro da faixa linear do espectrofotômetro.

Método: 
1. Diluir uma fração de 10 µL de DNA purificado tratado com RNase em 90 µL de TE (diluição 1/10) (Fator de 
Diluição).
2. Medir a absorção em 320 nm, 280 nm e 260 nm. 
3. Calcular os valores corrigidos de A280 e A260 subtraindo a absorção em 320 nm (A320) dos valores de 
A280 e A260. 
4. Concentração do DNA em ng/µL = A260 corrigido × 10 (fator de diluição) × 50 (fator de conversão). 
5. Razão A260/A280: dividir A260 corrigido por A280 corrigido.



NGS (Next Generation Sequencing)

2. Preparo da biblioteca (fragmentação randômica)

Tagmentação
(Transposase)

Mecânica ou 
enzimática



NGS (Next Generation Sequencing)

2. Preparo da biblioteca (fragmentação randômica)



NGS (Next Generation Sequencing)

2. Preparo da biblioteca (fragmentação randômica)



NGS (Next Generation Sequencing)

3. Sequenciamento da biblioteca

Video: https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8



NGS (Next Generation Sequencing)

4. Análise dos dados (Bioinformática)



Parâmetros importantes
Cobertura!!!
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Parâmetros importantes

The Lander/Waterman equation
Equação Geral: C = LN/G

C: cobertura
L: tamanho da read (sequência)
N: número de reads
G: tamanho do genoma haploide

C = (100 bp)*(189×106)/(3×109 bp) = 6.3



Com base na equação de Lander e Waterman (C=LN/G), qual seria a 
cobertura de 10 exomas sequenciados na plataforma NextSeq com 
tamanho de “reads” (sequencias) de 150 nucleotídeos?

Informações adicionais:

1. Os exomas serão sequenciados na plataforma NextSeq, que tem 
capacidade de gerar 120 Gb de dados. 

2. Um exoma humano tem o tamanho de 46 Mb.



Com base na equação de Lander e Waterman (C=LN/G), e 
considerando uma cobertura do genoma completo de 30x, quantas 
amostras podem ser sequenciadas numa corrida com tamanho de 
“reads” (sequencias) de 300 nucleotídeos?

Informações adicionais:

1. Os genomas serão sequenciados na plataforma NextSeq, que tem 
capacidade de gerar 120 Gb de dados. 

2. Um genoma humano tem o tamanho de 3 Gb.


