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Metodos de Sequenciamento do DNA

 Maxam e Gilbert (19706)

» Degradacao quimica seletiva e sequencial de
nucleotideos — em desuso
+ Sanger (1977) iy _

> métOdO enZ|mét|CO, Com te rmlnagéo COntrOIada 1980: Prémio Nobel em Quimica por suas contribuicdes para
da Sl’ntese de DNA COm d I-deSOXIHUC|eOt Irdeos determinagao de sequéncias de bases de acidos nucleicos

» manual ou automatizado

* Metodologias de alto desempenho ou NGS (Next Generation
Sequencing)

» Diferentes métodos, que vao sendo rapidamente substituidos por
tecnologias mais eficientes e baratas




Sintese de DNA: DNA polimerase e dNTPs

(a) Pirofosfato

Fita-molde AN

3'OH livre para incorporacao do
proximo nucleotideo




No sequenciamento de Sanger, sdo usados tambéem
ddNTPs nas reacoes

Q. 00 00 0
\¥4 \\Is'/ \\Is'/ i
Lz dase
o o N0 o 5
H H H H
3\ \2
H H

e 2°,3 didesoxirribonucleotideo trifosfato (ddNTP)
« S3ao0 adicionados em baixa concentracdo, em adicao aos dNTPs
* |Interrompem o crescimento da cadeia




Sintese de DNA no sequenciamento Sanger:
DNA polimerase e dNTPs + ddN TPs

(a)

ddATP termina a sintese pois o
3"H ndo pode atuar como
nucledfilo na formagéo da

‘ ligacio fosfodiéster.

Fitado
iniciador

Fita-molde

Auséncia do 3'OH livre
Terminacao da sintese




Tamanho medio das
sequéncias:
200-300 bp
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Metodo de Sanger com primer radioativo

. * 4 tubos separados, um em cada poco do
gel
* Auto-radiografia

« Sequéncia complementar ao molde
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Primers




Iniciador 5’ }—OH
Molde 3 |-CTAAGCTCGACT
-+

MétOdO de Sanger “CIéSSiCO” dATP, dCTP, dGTP, dTTP

)
» 4 tubos, com apenas um dos - camconccrasn
ddNTPs em cada (ddATP, ddCTP, T ae

ddGTP e ddTTP), os 4 NTPs e um S-S

+ ddGTP
[J—GATTCGAGCTddG

primer radioativo 5 GATTCOAGHG

[ HGATTCddG
[ 1—ddG

+ ddTTP
[GATTCGAGCddT
C—GATddT

[ —GAddT

 Parada da sintese pela incorporacao 5
dos ddNTPs A C 6 T

2 ]
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+ Eletroforese, autorradiografia e 7 - :

. . 5 g c

leitura do filme pela altura das : - @

2 | v— A

bandas A\ -y -
Autorradiografia Sequéncia da

do gel de eletroforese  fita complementar




Desvantagens

« Necessidade de nucleotideos marcados com %P (radiacao
beta com meia-vida de apenas 15 dias)

* Montagem dos geis finos (0.5 mm) de poliacrilamida era
trabalhosa

* Necessidade de exposicao em filmes de raio-X e revelacao
(prata como residuo)

* Longo tempo para todas as etapas




Automatizacao do metodo de Sanger

* Uso de reagentes fluorescente ao inves de radioativos
» Eletroforese capilar ao invés de gel de poliacrilamida

* Deteccao por fluorescéncia emitida por excitacao com
laser E——— RS .

« “Leitura” digital




Automatizacao do sequenciamento
pelo método de Sanger

Iniciador l
/ , Molde da sequéncia
3 d desconhecida
=
e T —— Migragao |~
B ) T do DNA
— © ] Segmentos marcados pelo
corante aplicados a um gel
de capilaridade e
.4 submetidos a eletroforese
—
S
DNA-polimerase,
quatro dNTPs, .
quatro ddNTPs o
= B
- N
% \ \ )
(C) - 1 Feixe de laser
'{G)A — b
e e (5) Detector — Laser

20 \ 0 40 |

| | | ! |
| | | l‘ ‘ || | ‘ I‘
| |
Segmentos de DNA ' , | | [ [ ]
marcados pelo corante, AL U AL Al
copiados a partir do AATGT TTGCTGGTGGTTAAGC CCTAGG

molde com sequéncia

j desconhecida Resultados gerados pelo computador

apds a migracdo das bandas e passagem
pelo detector




TR Sequenciamento
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Automatizacao do metodo de Sanger

e Cada ddNTP € marcado com um corante fluorescente
diferente

* A reacao e feita em um unico tubo com a mistura de
dNTPs e ddNTPs

» Os produtos das reacao sao separados por eletroforese
capilar (uma amostra/capilar)




Cromatograma de um sequenciamento por Sanger

[&] |

Tamanho medio das sequéncias - 700-1000 bp

%3 ®ag56b10.b27 =] B3

J430 4560 , 9640 4720, 4800 , 9880 4960 5040 ,  o1zo o SI00

| 1 1 | 1 | 1 1 | 1 | 1 1 | 1 1 | 1

( TTGTATGGGAGC TGGATGAGGC CTGTGACTGC CAGCTT TCCCTCACTTCCCTGACAACCTGCAT!
370 380 390 400 410 420

1344

1120




Primeiro genoma bacteriano a ser sequenciado - 1995

e Haemophilus influenzae

e 1.830.137 bp
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Como os genomas eram sequenciados

| ‘6_,;9’"\“!1“;,)“\“*—;, . Clonagem dos fragmentos
g oY Fragmentagag ~ em plasmideos* :
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Transformacgao de bactérias
e selegao de clones

RO B0 RO ’

Extrair plasmideos de cada

& @ & @ @?&O clone da biblioteca gendmica




Sequenciar os insertos de cada um dos clones

plasmidiais pelo método de Sanger

. ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA
= | ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA
TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .
TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .

Montagem das sequéncias de cada clone in silico

.ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA
TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. ..

ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .

|

Contigs

|

Genoma completo




Sequenciamento de genomas pelo metodo de Sanger
é laborioso e caro

requer
» reacoes separadas para cada fragmento de DNA a ser
sequenciado
> clonagem dos fragmentos em vetores CUStO (USD)
» cultura das bacterias contendo S100M T B
cada fragmento 1o |-
Foi o método usado no o

$10k £

sequenciamento do genoma
humano (2001)

$1k |
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2 O O 1 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 20152 6 ﬁ 7




Aplicacoes do sequenciamento de DNA

* sequéncia de fragmentos de DNA (clonados em
plasmideos, produtos de PCR)
»Diagnostico, pesquisa, biotecnologia
»Ainda € amplamente usado nesses casos

* Sequéncia completa de cromossomos e genomas

* Sequéncias de transcritos de RNA (via cDNA)




Sequenciamento e comparacao de
sequéncias genomicas de individuos

(a) SNPs SNP SNP SNP
Milhares de pares | Milhares de pares | Milhares de pares
de bases de bases de bases
Cromossomo A A — —

Individuo 1 AACACGCCA. .. TTCGGGGTC. . . AGTCGACCG...
Individuo 2 AACACGCCA. .. TTCGAGGTC. . . AGTCAACCG...
Individuo 3 AACATGCCA. .. TTCGGGGTC. . . AGTCAACCG...
Individuo 4 AACACGCCA. TTCGGGGTC. . . AGTCGACCG...

(b) Haplétipos '\\ /

Haplétipo 1 C--T--C--A--A--A--G--T--A--C--G--G--T--T--C--A--G--G--C--A
Haplétipo 2 T--T--G--A--T--T--G--C--G--C--A--A--C--A--G--T--A--A--T--A
Haplétipo 3 C--C--C--G--A--T--C--T--G--T--G--A--T--A--C--T--G--G--T--G
Haplétipo 4 T--C--G--A--T--T--C--C--G--C--G--G--T--T--C--A--G--A--C--A
(c) SNPs marcadores A T C

-~ - ~

G C G

» ldentificacdo de SNP (polimorfismo de unico nucleotideo) em genomas.

* Grupos de SNPs marcadores sao compilados em um haplétipo e podem

ser utilizados para identificagcao de individuos pelo sequenciamento de
regides definidas de seus genomas.




NGS — next generation sequencing

Custo para sequenciar um genoma humano (USD)

100M Sioom =

$10M ;
SIM |
$100k |-
$10k ;
Ik |-

$100

Cost to sequence a human genome (USD)

2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017

2001 2017

(calculo feito pelo NHGRI/NIH, EUA)



Sequenciamento de DNA por
metodologias NGS

Fragmentar o DNA

(~500-1000pb) Ligar adaptadores nas extremidades dos fragmentos de DNA

d

DNA: 10ng - 1ug

genomas completos com
menor custo e maior rapidez
que o0 método de Sanger

ol N

PCR l

Sequenciamento de
alto desempenho

(NGS, Next Generation
Sequencing)




CATG - IQUSP (Bloco 11 inf)




Sequenciamento Illumina

Fragmentar o DNA e ligar adaptadores extremidades
v dos fragmentos de DNA

cssoses - . cevee e Q @

.............

. !

. - m n l‘l 'l‘l ' le. "
Amplificagao dos fragmentos il il H | Iﬂ |
diretamente na célula de i | "
sequenciamento.

L 1) o o

e cerieees

Sequenciamento por sintese.
Incorporagao de nucleotideos
fluorescentes bloqueados. O
desbloqueio antecede o
proximo ciclo.




lllumina

PCR para adicao de pares
de indices (barcodes)

T — para identificar cada
\ @ amostra de DNA)
P5 Index 1 Insert to be sequenced Index 2 P7

Amplicon pronto para ser sequenciado

Read 2 = e a e nnsnant]

Leituras curtas: 150 - 300 nt



Sequenciamento lllumina

| |

$
$
$
I

DNA (< 1 ug)

-» TGCT"C
Base calling

1 2 3 4 5 6
e «® » ° -
o
4-channel e alisi;
J |

Analise das fluorescéncias emitidas em cada ciclo
permite determinar a sequéncia de DNA




Sequenciamento lllumina - video
https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

« Um dos métodos mais utilizados atualmente
e Cada nucleotideo € marcado com um fluoroforo diferente
Fluorescéncia detectada quando o nucleotideo € incorporado

Sistemas que “injetam” os reagentes em ordens determinadas
(fluidics)

Nao usa ddNTP




Sequenciamento com leituras longas
> 10.000 nt (long reads)

Pacific Sintese com DNA polimerase e N3o utiliza PCR.
Biosciences deteccdo da fluorescéncia de dNTPs | Sequenciamento direto de
(PacBio) liberada na sintese cada fragmento de DNA

. Leitura da sequéncia de DNA N3o utiliza PCR.
MinION i . :
(Oxford enquanto a fita a.travessa um Sequenciamento direto de

nanoporo proteico e causa cada fragmento de DNA
Nanopore) n
mudanca de condutancia




Nanopore sequencing (Minlon)

4 )
——

Enzima processiva

Nanoporo

Membrana
artificial

Condutancia do canal muda a cada
nucleotideo que o atravessa



Minlon - video

https://nanoporetech.com/how-it-works

* DNA ligado a uma enzima que direciona uma fita simples
para o canal

* Poro proteico numa membrana artificial que detecta a
mudancga de condutancia do canal a cada nucleotideo que
O atravessa

* Deteccao de dados em tempo real




Aplicacoes NGS - definicoes
* Genbmica
» Sequenciamento de todo o genoma
» Exoma — sequenciamento dos exons, a partir do mRNA

 Transcritbmica

» Sequenciamento de todos os RNAs presentes numa
determinada condicao

 MetagenOmica

» Sequenciamento de todo o DNA de amostras ambientais, sem

isolar os microrganismos presentes,
Otimos temas para o trabalho!




Aplicacoes NGS - exemplos
* Genbmica
» estudos de evolucao
» Diagnostico de doencas genéticas

* Transcritbmica
» estudos de expressao génica
» marcadores para cancer e outras doencas

 MetagenOmica
» relacao entre microbioma e saude

» estudos ambientais: descoberta de novos genes/enzimas;
ecologia e evolucao

Otimos temas para o trabalho!




Avaliacao da disciplina

* Por favor, deixem seus comentarios, criticas e sugestoes
no e-disciplinas, ou mandem por email!

» aulas teoricas

Usem esse espaco para ajudar com o andamento da disciplina. Comentem sobre o que estdo gostando ou ndo, o que acham

> atIVI d ad es das aulas, atividades e avaliagdes. Obrigada!

» tempo dedicado a disciplina
» metodos de avaliacao

» E muito importante para planejar novas atividades e
disciplinas nao-presenciais e compartilhar a experiéncia

com outros docentes
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