QBQO0317N - Exercicios 10 — 01/06/2020
Sequenciamento de DNA

O método de sequenciamento de DNA inventado por Fred Sanger esta baseado na sintese enzimatica de DNA
in vitro. Desenhe a estrutura modificada dos desoxirribonucleotideos utilizados como precursores na
polimerizagao do DNA neste método e aponte a diferenca com os dNTPs ndo modificados.

Qual a importancia de se utilizar os dNTPs modificados no método de Sanger?

Quais sdo os substratos necessarios na reagao de sequenciamento de DNA pelo método de Sanger?

Que tipo de modificagao adicional tem os ddNTPs utilizados no sequenciamento automatizado?

A eletroforese utilizada para separar os fragmentos de DNA sintetizados na rea¢do de sequenciamento pelo

método de Sanger tem resolucdo para distinguir fragmentos de DNA que tem qual diferenca de tamanho (em
nucleotideos)?

O gel de sequenciamento ¢ lido de baixo para cima ou de cima para baixo? De 5> 3" oude 3’25’ ?
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Determine a sequéncia do DNA que foi utilizado na reagdo de sequenciamento cujo autoradiograma do gel
estd mostrado na figura abaixo (pares de base da posicdo 50 a 116). Este DNA derivou de um cDNA de uma
proteina de mamifero. Utilizando a tabela do cédigo genético, determine a sequéncia de aminoacidos dessa
porgdo da proteina.

Canaletas 1:ddG; 2:ddA; 3:ddT e 4: ddC
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Os eletroferogramas abaixo mostram o resultado do sequenciamento automatizado (método de Sanger) de
um produto de PCR obtido a partir da amplificagdo do DNA genémico humano de 3 individuos. A seta aponta
um SNP (polimorfismo de Unico nucleotideo). Note que a posi¢do indicada pela seta apresenta um pico Unico
ou dois picos superpostos, dependendo do individuo. Discuta este resultado.
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