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É o conjunto de todas as moléculas transcritas em uma célula, tecido, órgão ou organismo em
um determinado momento, sob condições específicas. 

Sua análise se concentra no sequenciamento de moléculas de mRNA e outros RNAs reguladores.

Está relacionado com a regulação da expressão gênica e a influência de fatores ambientais
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O que é a
transcriptômica?Definição1.



 O  QUE É A TRANSCRIPTÔMICA?
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 A  IMPORTÂNCIA DA TRANSCRIPTÔMICA

A n á l i s e ,  q u a n t i f i c a ç ã o  e
c o m p a r a ç ã o  d a

e x p r e s s ã o  g ê n i c a  

Reconhecimento de genes candidatos à edição gênica

Reconhecimento de introns e exons

Anotação funcional de genomas

Diferentes condições

Diferentes partes do mesmo
organismo

Diferentes estágios de
desenvolvimento
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A IMPORTÂNCIA DA TRANSCRIPTÔMICA

Identificação de genes relacionados
à resposta ao estresse térmico e

tolerância à seca
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A IMPORTÂNCIA DA TRANSCRIPTÔMICA

Genes expressos em diferentes
estágios de desenvolvimento do
verme Taenia multiceps, parasita
de humanos e caprinos

Genes expressos em variedades de
cana-de-açúcar com perfis

distintos de crescimento
vegetativo 7



 IMPORTÂNCIA:  ANOTAÇÃO FUNCIONAL
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Transcriptômica tem
um papel importante
como evidência que
auxilia predição de

genes e anotação dos
genomas em geral



 IMPORTÂNCIA:  ANOTAÇÃO FUNCIONAL
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A expressão gênica sendo distinta sob diferentes condições permite que o
transcriptoma elucide funções de genes que ainda não são bem conhecidos,

portanto sendo uma parte fundamentel da anotação funcional
Carnielli et al. (20

15)



TECNOLOGIAS E APLICAÇÕES 

PRIMEIRA GERAÇÃO 

EST - Expressed Sequence Tags

 SAGE - Serial Analysis of Gene Expression

Microarray

F o r a m  m a r c o s  h i s t ó r i c o s   e
d e s e m p e n h a r a m  p a p é i s

i m p o r t a n t e s  n a  c o m p r e e n s ã o
d o s  p e r f i s  d e  e x p r e s s ã o  g ê n i c a

Sanger e suas limitações em relação à
profundidade de cobertura, tempo e
custo;  

Fragmentos muito curtos do genoma; 

Aplicações em projetos iniciais de
sequenciamento de transcriptoma e
descoberta de genes; 
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EXPRESSED SEQUENCE TAGS (ESTS)

São leituras de passagem única de
aproximadamente 200–800 pb gerados
a partir de clones de cDNA selecionados
aleatoriamente

Não existem no genoma; 

Início da década de 1980 (Putney
et al., 1983); 

Sequências obitdas a partir de
porções codificantes do genoma; 
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EXPRESSED SEQUENCE TAGS (ESTS)

Clonagem em vetores
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RNA poli-A+ (mRNA)

Parkinson &
Blaxter (2009)



SAGE (SERIAL ANALYSIS OF GENE
EXPRESSION) 
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Se baseia no conceito de que uma pequena
sequência de oligonucleotídeos, com cerca de 9 a
10 bases, pode identificar exclusivamente um
gene;  

Permite analisar os genes que estão sendo
expressos em uma célula em diferentes
condições;  Comparações de perfis de expressão
gênica; 

Análise quantitativa da expressão gênica em
amostras específicas; 

Possui uma série de limitações. 

Lowe et al., (2017)



SAGE 

14Yang & Weigel (2001)

Isolamento e ancoragem do mRNA;
 

Corte com enzima de ancoragem (AE); 

Divisão e ligação aos adaptadores
(Linkers); 

Corte com enzima de marcação (TE); 

Ligação e amplificação com primers A e B; 

Ditags e concatenamento;

Isolamento, concatenamento e clonagem; 

Sequenciamento e análise bioinformática.  



MICROARRAY 
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São lâminas de vidro nas quais
segmentos de fita-única (sondas) são
fixados e imobilizados de forma ordenada
e em áreas específicas (célula de sonda); 

 Na lâmina, cada célula de sonda contém
milhões de cópias de um determinado
transcrito, ou um segmento gênico em
particular; 



MICROARRAY 

Diversas aplicações na biologia molecular e medicina 

Limitações 

Muitos estudos foram usados para identificar assinaturas de
expressão gênica associadas a diferentes tipos de câncer,
como o câncer de mama; 

Investigar a expressão gênica em doenças como Alzheimer e
Parkinson; 

Resposta de plantas a estresse abiótico, como seca,
salinidade e temperatura extrema; 
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Dependência de sondas conhecidas; 

Sensibilidade limitada; 

Ruído e variabilidade; 



TECNOLOGIAS E APLICAÇÕES 

SEGUNDA GERAÇÃO

Sequenciamento massivamente paralelo (Illumina). Com isso, o custo do
sequenciamento caiu drasticamente, sendo possível fazer estudos
transcriptômicos completos, com muito mais profundidade e abrangência;

O RNA-seq possibilitou a identificação de todos os transcritos em uma amostra,
permitindo uma visão global de como os genes eram expressos e regulados em
diferentes condições, como no desenvolvimento de doenças ou em resposta a
tratamentos.
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TECNOLOGIAS E APLICAÇÕES 
RNA-SEQ 

É o processo de sequenciar o RNA de uma amostra biológica; 
Resultados podem ser qualitativos ou quantitativos; 

•Detecção de transcritos em baixa abundancia e diferenças sutis em
diferentes condições; Não se limita a transcritos conhecidos; 

•Impulsionado pelo desenvolvimento das tecnologias high-throughput
sequencing (2000s) – NGS

•Primeira descrição em 2006
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RNA-SEQ

RNA (enriquecimento de
mRNA) e síntese de cDNA; 

Fragmentos de RNA são convertidos
em cDNA de primeira fita com

transcriptase reversa e primers
aleatórios; 

Síntese utilizando DNA
Polymerase I e RNase H

Illumina, Inc. (2019). TruSeq Stranded
mRNA - Reference Guide
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RNA-SEQ
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Ligação de adaptadores nas
extremidades; Os adaptadores
preparam o c DNA para hibridização
na flow cell; 

Um nucleotídeo A é adicionado na
extremidade 3’ de cada fragmento,
impedindo-os de ligarem entre si; 

Illumina, Inc. (2019). TruSeq Stranded
mRNA - Reference Guide



RNA-SEQ

A segunda fita é extinta durante a amplificação. Os
produtos são enriquecidos com PCR e purificados
para criar a biblioteca de cDNA final; 

Biblioteca final

Illumina, Inc. (2019). TruSeq Stranded mRNA - Reference Guide
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RNA-SEQ:  CONTRIBUIÇÕES

Diferenciação das células-tronco
embrionárias de camundongos; (Cloonan et

al. 2008)

Rastrear mudanças na expressão genética
durante o desenvolvimento; (Mortazavi et al.,

2008)

Fornecer uma "medição digital" da diferença
na expressão genética entre diferentes

tecidos; (Mortazavi et al., 2008)
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RNA-SEQ:  CONTRIBUIÇÕES
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TECNOLOGIAS E APLICAÇÕES 
TERCEIRA GERAÇÃO

PacBio e o Nanopore permitem o sequenciamento de transcritos inteiros em
uma única leitura (Long reads);  

Vantajoso para resolver transcritos complexos, como isoformas de splicing
alternativo e genes que são altamente repetitivos; 

PacBio IsoSeq: leituras de alta precisão e baixa taxa de erros ; 

Captura de transcritos inteiros de uma célula; 

Cada molécula de cDNA é circularizada e sequenciada várias vezes para
formar leituras CCS; 

Estudos de expressão diferencial e análise funcional. 
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TECNOLOGIAS E APLICAÇÕES 
PACBIO: CARACTERIZAÇÃO DE TRANSCRIPTOMAS DE CÂNCER 
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NANOPORE
ACESSO AO TRANSCRIPTOMA

Sequenciamento de RNA Direto Sequenciamento de cDNA 

Nanopore Tech 26

https://nanoporetech.com/
https://nanoporetech.com/
https://nanoporetech.com/


PACBIO
ACESSO AO TRANSCRIPTOMA

PACBIO: LONG-READ RNA SEQUENCING — BEST PRACTICES 27



 MONTAGEM E ANOTAÇÃO FUNCIONAL

Duas possibilidades de montagem:

GUIADA POR UM GENOMA DE REFERÊNCIA
Dependente de um bom genoma de

referência
Exige menos capacidade computacional

Tem uma maior precisão 

DE NOVO
Independente de genomas de referência
Exige maior capacidade computacional

(mais demorado e mais custoso)
Menor precisão e dificuldade com genes

repetitivos  
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 MONTAGEM E ANOTAÇÃO FUNCIONAL

Depois é necessário separar quais
genes não estão anotados em bancos

de dados e separar transcritos
protein-coding dos noncoding

utilizando o CPAT

Gene Ontology /
KEGG pathway

(Blast2GO) Chen et al. (2017)

CPAT separa sequências codificantes
de não codificantes analisando

padrões de sequências e nucleotídeos
que são comuns em transcritos

codificantes
29



1 .  C o n c e i t o s                2 .  C o n s t r u ç ã o                3 .  A p l i c a ç õ e s

PAN-TRANSCRIPTOMA
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D e f i n i ç ã o

Nível mais abrangente de análise

Permite realizar comparações

Um indivíduo pode não representar um
grupo inteiro de organismos

Expressão diferencial

CONCEITOS1.
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PROCARIOTOS

2. ferramentas
EUCARIOTOS

WoPPER

JCoast

EDGAR

Trimmomatic

Roary

AGAPE

SHOE

TaxMapper

BHATTI, Attya et al. Pan-transcriptomics and its applications. In: Pan-genomics: Applications,
Challenges, and Future Prospects. Academic Press, 2020. p. 343-356. 33
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3. aplicações
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1 .  C o n c e i t o s                2 .  C o n s t r u ç ã o                3 .  A p l i c a ç õ e s

REDES DE CO-EXPRESSÃO

RAO, Xiaolan; DIXON, Richard A. Co-expression networks for plant biology: why and how. Acta biochimica et biophysica Sinica, v. 51, n. 10, p. 981-988, 2019. 36



D e f i n i ç ã o
Dados de transcriptômica em larga escala.

Representam relações entre genes com base
em seus padrões de expressão ao longo de
diferentes condições, tecidos ou tipos
celulares.

É definido um score para representar a
semelhança no padrão de expressão.

Reflete genes agrupados de acordo com a
coordenação transcricional compartilhada

CONCEITOS1.
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D e f i n i ç ã o
Dados de transcriptômica em larga escala.

Representam relações entre genes com base
em seus padrões de expressão ao longo de
diferentes condições, tecidos ou tipos
celulares.

É definido um score para representar a
semelhança no padrão de expressão.

Reflete genes agrupados de acordo com a
coordenação transcricional compartilhada

CONCEITOS1.

Grafo com nós e arestas
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guilt by association

 “Culpabilidade” por Associação

O comportamento semelhante no perfil de expressão  pode não ser causada por
coincidências, sugerindo uma ligação funcional biológica entre os genes.

Identificação de relações regulatórias

Previsão de genes estruturais para vias
metabólicas; e 

Transferência de anotação funcional por
análise comparativa entre espécies
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Não Use a Mesma Chave para Todas as Fechaduras

Podemos recuperar informações
de bancos de dados com

coeficientes de correlação
precalculados, mas, quando é

preciso elaborar suas próprias
estratégias para gerar uma rede

de co-expressão promissora e
abordar uma questão biológica
específica, precisamos escolher

uma abordagem.

2. construção
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Não Use a Mesma Chave para Todas as Fechaduras

Abordagem Direcionada Abordagem Sem Direção

Um conjunto de genes é
selecionado como genes-alvo
(literatura).

Construída sobre genes expressos
correlacionados aos genes-alvo.

Buscar novos membros de vias
específicas e para identificar
reguladores transcricionais.

Nenhum gene-alvo é selecionado
preferencialmente.

 A rede é gerada com base nas
relações de co-expressão entre
todos os pares de genes em um
conjunto de amostras.

Base na estrutura topológica da
rede através de algoritmos
computacionais
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Não Use a Mesma Chave para Todas as Fechaduras

Abordagem Direcionada

Um conjunto de genes é
selecionado como genes-alvo
(literatura).

Construída sobre genes expressos
correlacionados aos genes-alvo.

Buscar novos membros de vias
específicas e para identificar
reguladores transcricionais.

Abordagem Sem Direção

cenário global de
genes co-expressos

busca mais
concentrada 

requer conhecimento prévio

Nenhum gene-alvo é selecionado
preferencialmente.

 A rede é gerada com base nas
relações de co-expressão entre
todos os pares de genes em um
conjunto de amostras.

Base na estrutura topológica da
rede através de algoritmos
computacionais.

computacionalmente intenso

42



estratégias para a seleção de
dados transcriptômicos

Independente  X  Dependente

A abordagem 'independente de
condições' fornece uma visão mais

robusta, mas pode negligenciar genes
que são fortemente co-expressos sob

condições específicas.

A abordagem 'dependente de condições'
é mais informativa e captura genes que
são co-expressos sob certas condições,
mas sua eficácia depende da seleção de

condições experimentais adequadas.
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estratégias para a seleção de
dados transcriptômicos

Independente  X  Dependente

A abordagem 'independente de
condições' fornece uma visão mais

robusta, mas pode negligenciar genes
que são fortemente co-expressos sob

condições específicas.

A abordagem 'dependente de condições'
é mais informativa e captura genes que
são co-expressos sob certas condições,
mas sua eficácia depende da seleção de

condições experimentais adequadas.

mas como escolher?
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estratégias para a seleção de
dados transcriptômicos

Independente  X  Dependente

A abordagem 'independente de
condições' fornece uma visão mais

robusta, mas pode negligenciar genes
que são fortemente co-expressos sob

condições específicas.

A abordagem 'dependente de condições'
é mais informativa e captura genes que
são co-expressos sob certas condições,
mas sua eficácia depende da seleção de

condições experimentais adequadas.

mas como escolher?

sempre colocar a questão biológica em
primeiro lugar
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seleção de métodos estatísticos

O passo central da análise de
co-expressão é calcular o

score de similaridade 

Questão biológica

Conjuntos de dados
disponíveis

Tamanho da amostra

Número de genes
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PCC

coeficiente de correlação de Pearson 

Até que ponto as variações em
uma variável estão associadas
às variações em outra.
Pode ser positiva, negativa ou
inexistente.
Sensível a valores atípicos (pode
resultar em correlações falsas)
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SCC

coeficiente de correlação de Spearman

Até que ponto as variações em uma variável estão associadas às variações em
outra.
Pode ser positiva, negativa ou inexistente.
Relação entre variáveis ordinais ou não normalmente distribuídas.
Transforma os valores de expressão em ordens de classificação
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QUBIC

algoritmo de biclustering qualitativo 

Biclustering eficiente e eficaz.
Pode ser realizado sem informações prévias, mas requer um grande número
de conjuntos de amostras
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CoNekT Grasses
50



“Essa abordagem contribuirá ainda mais para a elucidação de
importantes processos biológicos e fornecerá uma ferramenta

preditiva valiosa para estratégias contemporâneas de
melhoramento molecular e engenharia de culturas.”
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DESAFIOS E PERSPECTIVAS
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Anotação funcional

Muito dos RNAs não-codificantes ainda não
tem funções esclarecidas

Quando não codifica proteína: como saber
se é funcional?

Desafios1.
Genoma humano tem mais de
90% de RNAs não-codificantes,
muitos dos quais ainda não foi
possível esclarecer se são
funcionais biologicamente e qual
sua função (dificuldade de
entender mecanismos
regulatórios). 
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Anotação funcional
Desafios1.

Mudge et al. (2013)

Diferentes tipos de RNA
no transcriptoma
humano
Muitos são lccRNAs
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Expressão diferencial e
candidatos a edição gênica

2. Perspectivas

56



Obrigado!
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