
O GENOMA HUMANO



Sequenciamento

Montagem 

Anotação



Sequência bruta:  sequências de nucleotídeos originadas de cada inserto 

clonado (reads) 

Conceitos

Sequências de final pareado: leituras obtidas das duas extremidades de um 

fragmento de DNA (mates)

Cobertura: número médio de vezes que um nucleotídeo é representado em um 

conjunto de leituras aleatórias

Clone BAC: vetor BAC (Bacterial artificial chromosome) contendo um inserto de 

DNA genômico, geralmente de 100 a 200 kb.

Conceitos



Contig: o resultado, contínuo, da sobreposição de um conjunto de sequências

Conceitos

Scaffold: resultado da conexão dos contigs, considerando ordem e orientação

Assembly: processo de montagem do genoma

Mapa Genético: mapa genômico no qual um locus é posicionado em relação a 

outro com base na frequência de recombinação. A unidade de distância é o 

centimorgan (cM) denotando 1% de chance de recombinação

Conceitos
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A idéia do 
sequenciamento foi 

primeiramente 
proposta em 

encontros cientificos

O Projeto Genoma 
Humano foi lançado 

com a criação de 
centros de genoma nos 
seguintes países: EUA, 

Reino Unido, Japão, 
França, Alemanha e 

China

Fim do 
sequenciamento dos 
outros organismos





determinar a sequencia completa de 
nucleotídeos do genoma humano



Consórcio 
Internacional do 
Sequenciamento

do Genoma 
Humano





Projeto patrocinado pelo Instituto Nacional de Saúde dirigido 

por Francis Collins e pelo Departamento de Energia - EUA

Projeção de duração de 15 anos 

Duração total de 13 anos (1990–2003)

Planejamento de custo de $3 bilhões   

Maior genoma sequenciado até agora (2001)

1º genoma de veterbrados

sequenciado



Curto período de realização: de 10% a 90% em 15 meses

Parecem haver de 30.000 a 40.000 genes codificadores de proteínas

somente 2 vezes mais que em vermes ou moscas

genes mais complexos: splicing gera maior numero de proteínas

O conjunto de proteínas codificado pelo genoma humano é mais 

complexo do que em invertebrados

Mais de 1.4 milhões de SNPs tem sido identificados

Genoma Humano é formado por 3 bilhões de pares de bases



Informações do projeto e descrição da geração, montagem e 

avaliação da sequencia do genoma

Análise da sequencia: aspectos cromossomais, elementos 

repetidos, as diferenças e similaridades entre genes e 

proteínas, a história dos segmentos genômicos

Discussão de aplicações da sequencia para a 

biologia e medicina e descrição dos próximos 

passos do projeto



SEQUENCIAMENTO DO GENOMA HUMANO EM 

3 PASSOS

Seleção de clones BAC para serem sequenciados

Montagem dos clones sequenciados em 

uma sequencia total do genoma

Sequenciamento dos clones







O grau de automação dos centros de pesquisa do Projeto Genoma Humano variou 

muito. A automação mais agressiva foi capaz de processar mais de 100.000 

reações de sequenciamento em 12 horas.

Cambridge, MA - EUA



Em Junho de 2000, os centros estavam produzindo sequencias em uma taxa equivalente a 
cobertura de uma vez todo o genoma em menos de 6 semanas. Isso corresponde a 1000 

nucleotídeos por segundo, 24 horas por dia, 7 dias por semana.



Montagem das sequencias dos clones com programa GigAssembler.



contigs

scaffolds





O rascunho do genoma

foi concluído

com uma taxa de erro

de aproximadamente

1 em 10.000 bases



Conteúdo Gênico

Genes parecem apresentar mais splicing alternativos

As sequências codificantes compreendem apenas uma pequena 

porcentagem do genoma e uma média de cerca de 5% de cada gene

ncRNAs



Estimativa de 70,000-80,000 genes pelo número de ilhas CpG e a frequência

da associação com genes conhecidos

Estudos utilizam vários tipos de dados, como ESTs, mRNAs de genes

conhecidos, comparações entre genomas e análise de cromossomos

sequenciados. Estimativas baseadas em ESTs tem variado muito, de 35.000 a

120.000 genes

Análises mais rigorosas excluem ESTs que aparecem uma única vez em

bancos de dados, e calibram sensibilidade e especificidade produzindo

estimativas de aproximadamente 35.000 genes.



Atualmente os métodos de predição utilizam combinções de três 

abordagens: evidência direta de transcrição fornecida por ESTs ou

mRNAs, evidência indireta baseada na similaridade com genes ou

proteínas previamente identificados e reconhecimento de exons por

modelos computacionais e estatísticos.

Melhor estimativa concluída em ~ 24.500 genes





Número de gaps reduzido de ~150.000 para 341 

Taxa de erro diminuída de 1 a cada 10.000 bases para 1 a cada 100.000 

bases 

Total de pares de bases de 3 bilhões para 2,851,330,913

Número de genes entre 20.000 a 25.000

Cobertura da cromatina de 90% para 99%

3.7 milhões de SNPs mapeados

A versão atual do catálogo de genes consta de 19.438 genes 

conhecidos e 2.188 genes preditos





The Sequence of 
the Human 

Genome



Um total de 21 doadores foram cadastrados. Destes, foram selecionados 5 

doadores (por um conjunto de fatores): 1 africano, 1 asiático, 1 hispânico e 

2 caucasóides

Aproximadamente 130ml de sangue foram coletados

Construção de uma Biblioteca de plasmídeos e BACs com inserto de vários 

tamanhos seqüenciados a partir das duas extremidades formando leituras 

pares de cada inserto (mates)

Método de sequenciamento

Whole Genome Random Shotgun



Seqüenciamento pelo método de Sanger

Sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer

Laboratório ocupando 30.000 square feets ( ~ 2787 m2)

175.000 reads por dia - 27.27 milhões de reads no final 

cada uma com média de 543pb.



Estratégia de montagem em 

duas abordagens

Combinação computacional de todas as reads com dados do GenBank

Reunião de todos os fragmentos com dados de mapeamento 

(abordagem utilizada na fase de análise por ter menos gaps e mais cobertura) 

Primeira fonte de informação: reads

Segunda fonte de informação: dados do consorcio público.







Total de horas de CPU para a montagem: 20.000

Passo final da montagem: ordenar e orientar os 

scaffolds nos cromossomos com base em mapas 

físicos

Validação de acordo com a cobertura e a 

precisão da montagem do genoma.



mesma ordem e orientação

mesma orientação mas fora da ordem

divergentes



Breakpoints

Large gaps



Predição e anotação dos genes

Utilização de um programa chamado Otto o qual utilizava informações como 

regiões conservadas entre homens e ratos, similaridade com ESTs ou outros 

dados de mRNAs e cDNAs além de similaridade com proteínas, para predizer 

porções que poderiam ser genes

26.383 gene anotados com boa confiaça – ao menos 2 linhas de evidência

Dependendo do tipo de análise e informações utilizadas (linhas de evidências) 

foram encontradas diferentes totais de genes







Análise das variações da sequencia

Encontrados 2.104.820 SNPs putativos de um total de 2.778.474 

substituições diferentes na comparação entre os dois consórcios

Comparação com  bases de dados de SNPs e com a sequencia do 

consórcio público.

SNPs demonstram distribuição não aleatória

Pequena porção (<1%) com potencial impacto sobre proteínas





Visão geral das funções dos genes preditos no genoma humano

2 métodos para avaliar proteínas correspondentes aos 26.383 genes preditos

Famílias de proteínas Domínios das proteínas

Avaliação computacional: resultados limitados





Conclusões Projeto Privado

Eficiência do método

95% da sequência de eucromatina

Menor conteúdo gênico que o esperado

Grande número de variações na sequência (SNPs)

Complexidade genômica



Sequência do genoma de um único indivíduo

Identificação e comparação de alelos



3,213,401 SNPs, 
53,823 substituições em bloco (2–206 bp), 

292,102 inserções/ deleções em heterozigose 
559,473 inserções/ deleções em homozigose

90 inversões
Diversas duplicações e variações em numeros de cópias

Identificação de 4.1 milhões de variações, englobando 12.3 Mb, 

muitas delas descritas pela primeira vez. 



O sistema de alinhamento permitindo o agrupamento das reads

por alelo.

Identificação de variações dentro do genoma (heterozigose)

Identificação de variações em comparação com a sequência

referência



Como esperado, normalmente haviam 2 alelos confirmados em cada 
região. Regiões com mais de 2 alelos aparentes representavam regiões 
repetitivas  ou sequências com suspeita de erro de sequênciamento, e 

não variação genética verdadeira.

Um alelo abrangia leituras que compartilhavam sequências idênticas na 
região de variação, e era considerado confirmado se representado por 
um número maior de leituras (scores atribuídos)

O sistema de  montagem era capaz de agrupar as leituras em alelos 
isolados quando encontrava variações (heterozigose)



Comparação de dois genomas

Comparação com genoma de referência



Os dois genomas compartilhavam 1.68 milhões de SNPs dos quais 5230 

não sinônimos.

Encontrados 3.3 milhões de SNPs, e ainda inserções, deleções e variações 

em numeros de cópias resultando em ganhos  ou perdas cromossomais

variando entre 26000 a 1.5 milhões de pares de base.

Sequênciamentos e comparações individuais levam a busca de 

correlações genótipo-fenótipo de valor preditivo.



DESAFIOS

Identificação de polimorfismos na população humana e associação com 

doenças

Identificação de elementos funcionais do genoma: genes, proteínas, 

regiões regulatórias e elementos estruturais

Identificação de como os genes e as proteínas funcionam em conjunto

Identificação de alvos para terapias



Genome-wide association studies

(GWAS)

Revolucionaram a pesquisa em determinantes genéticos de 

risco para doenças comuns.

Muitas associações tem sido publicadas relatando risco no 

desenvolvimento de patologias, e associação de fatores genéticos 

envolvidos no prognóstico e resposta a tratamentos.



O uso da genética para  predizer risco e resposta ao 

tratamento é um passo em direção a medicina 

personalizada

Após a identificação de um locus com forte correlação estatística com 

risco, é necessário caracterizar  a relação genótipo-fenótipo para 

fornecer a base biológica para a prevenção e tratamento



Prevenção e tratamento do câncer

Muitos estudos tem identificado loci que previamente não se 
suspeitava estarem relacionados com a carcinogênse, apontando 

novos mecanismos.

O risco conferido por alelos de susceptibilidade geralmente é baixo, 
porém efeitos combinados podem ser suficientes para predição de 
risco, para determinação de alvos para screening e para prevenção, 

especialmente se mais de um local é identificado.
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“The real challenge of human biology, beyond the task of finding 
out how genes orchestrate the contruction and maintenance of the 

miraculous mechanism of our bodies, will lie ahead as we seek to 
explain how our minds have come to organize thoughts suffiently 

well to investigate our own existence”


