Sequenciamento de DNA
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Sequenciamento DNA - Método de Sanger

Cada uma das quatro reagdes —— <o Molde — B'HLW 5
tem um DNA-alvo de fita _ __ Primer— -5’ H3'
unica a ser sequenciado, ... ...um prmer,... (
| _———— D
...todos os quatro trifosfatos de ——— + DNA
des'oxirribonudeosidio, DNA polimerase =
polimerase,...

...e um tipo de trifosfato 1
de didesoxirnbonucleosidio

(ddNTP). =~ 1 ddATP \{ + ddCTP \{ + ddGTP i +ddTTP \l




l

...e um tipo de trifosfato

de didesoxirnbonucleosidio L |
(ddNTP) S~ | ddATP \{ + ddCTP \{ + ddGTP \I +daTTP &
j Os nuclectidios sao adicionados a ) - - - -
extremidade 3* do primer, com o
DNA-alvo sendo usado como molde

Quando um didesoxinucleatidio é \

incorporado a cadeia crascente, a Molde
sintese termina porqgue o didesoxi- GATTCGAC C1G CATTCGAG
nucleotidio ndo tem um 3’-OH. GATTCG' GATT,

CATTCGAGC)
CAT
CA




% 0 Q0 O / Q 0 %9 %N, - %r
Pt » 4 )4 P, )4 o

o o
HO o o ‘o o o o o
E ; E S o; 5 E ;
) Z N ! HC~ 2 Vi f\u
g I“ n,r(gn\/Lo 7z IN °ru\/L° “ N HN \N/Lo
weS e
H




A sintese termina em diferentes posicdes em diferentas Y
fitas, 0 que gera um conjunto de fragmentos de DNA

de varios comprimentos, cada um terminando com

um didesoxinuclectidio com a mesma base.

B Os fragmentos produzidos em ]\

cada reacao sao separados por
eletroforese em gel. J\

ﬂ A sequéncia pode ser lida diretamente |
a partir das bandas que surgem na

partir da parte inferior.

m)\ sequéncia obtida é
o complemento da fita
~ molde original.
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\

autorradiografia do gel, iniciando a —

-

GAT CTG GATTCGAG
gAT GATT !

TCGAG
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Sequéncia
da fita

complementar

GATTCGAGCY
GAT

Autorradiografia do
gel de eletroforese

Sequéncia
da fita
molde original






I Um fragmento de DNA de fita Gnica cuja sequéncia
de bases deve ser determinada (o molde) é isolado.

J Cada um dos quatros ddNTPs é marcado com um
diferente corante fluorescente e é feita a reacao de
sequenciamento de Sanger.

J Os fragmentos que terminam com a mesma base tém
0 mesmo corante colorido preso.

Sequenciamento DNA - Método de Sanger
Corante Fluorescente - Automatizado

5 ATTATGACACAACCGCAEX
ddCTP ddGTP ddTl'P ddATP

\\ //
NTP

Fita Primer
molde (sequéncia
\ i conhecida)

CCTATI'ATGACACAC Eﬂg:

"M CCTATTATGACACAACCGCAEX
EH GGATAATACTGTGTTCGCGTEY

M CCTATTATGACACAACCGCAEX
e GATAATACTGTGTTCGEGT 1y



Os fragmentos que terminam com a mesma base tém
o mesmo corante colorido preso.

Os produtos sdo desnaturados e os fragmentos de
DNA produzidos pelas quatro reagdes sao misturados
e colocados em um dnico pogo em um gel de
eletroforese. Os fragmentos migram pelo gel de
acordo com seu tamanho, ...

...e o corante fluorescente no DNA é
detectado usando um feixe de laser.

do computador; a cor do pico indica qual a

Cada fragmento aparece como um pico no impresso
base existente.

As informacgées da sequéncia sdo lidas diretamente
no computador.

CCTATTATGACACAC Eﬂg:

Y CCTATTATGACACAACCGCAES

EHGGATAATACTGTGTTGECGT Y

JCCTATTATGACACAACCGCAEY
ERNGATAATACTGTGT TGECGTEY

Eletroforese

H Laser

-

\
MEATAATACTGTGTTGGCGT

1

Fragmento
maior

- Fragmento
\9_,. menor

Detector

3" GGATAATACTGTGTTGGC GT 5’






Genoma ou cromossomo

(a) MmmMV

Cromossomo (250 Mb)

(b) Montagem shotgun do genoma completo

Cromossomo (250 Mb)

l Biblioteca em YAC

Mapa de baixa
YAC resolu¢ao

Biblioteca em cosmideo

l Biblioteca em BAC

Organizar 300.000 BACs
Sequenciar ambas as
extremidades

Mapear (datiloscopia) cada BAC

Selecionar BAC-semente

A

150 kb
_—-a

Biblioteca em M13 ou plasmideo

Sequenciar 3.000 clones

Plasmideo e — B
e e e e e realizar montagem
GO0~ e e e =  Alaiiriaoy i
M13 (1 kb) Sequencier 800 clones shotgun =—————
e realizar montagem Encontrar 30 BACs com
sobreposigdes a partir de STC

Escolher cosmideos com sobreposi¢des minimas
Sequenciar cosmideos em ambas as diregdes

Comparagoes de mapas (datiloscopia)

Sequenciar BACs com sobreposigbes
minimas em cada extremidade e repeticdo

e
- = - = -

L1

<—— Caminhada em cosmideos —>

Cosmideos »—a

BACs
»—a
“ STCs

<— Caminhada em BAC —
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Sequenciamento por sintese
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Adaptadores il — |

Adaptador ]

& 05 adaptadores contendo

sequéncias primer s30 conectados
a cada fragmento. O DNA é
dimdido em fita dnica.

& Y
B /\* 4 -\

Microesfera e

captura de DNA .

Bl coda fragmento de DNA é

conectado a uma microesfera
e crcundado com uma gota de
Led fnve

para'PC R

O DNA ¢ dmdido em fita Unica.
Cada microesfera é colocada em
um pogo e scbrepasta com os
reagentes de sequenciamento.

Pirossequenciamento

| cada pogo.

com DNA

3

C
)

Fita
molde

\
EJ ATGCTAAC
3 + dATP

Fita
recém-sintetizada

EFATCCTARC TN

EM ATGCTAAC]

Sl TACGA IR

3 Ay + arre

EM ATGCTAAC

El TACGATT oLl

i

\.Wl—b”—b

\- Sem reacio —»

\- Sem reacio —

N2

aum solugao com um trifesfato

de descuinucleosidio especifico

(dATP) flui pela placa.

Quando um nudeotidio é

adiconado a cadea crescente,
o PPI é lberado e produz uma
reacao quimica que emite luz.

B —

AL

? Um instrumento registra a ]

Iz emitida por cada poco.

A =

Sequéncia de
nucleotidios

ACG S

Nucleotidio |,
adicionado |
D A quantidade de luz & ]
proporcional ao ndmero de
nuclectidios adicionados.







Genomic DNA

TN X —

Sequenciamento por sintese k ¢

- — select ~200-300 bp fragments

attach adapters to
create sequencing library ¢

cluster generation by
solid phase PCR
(bridge amplification)

sequencing by synthesis with reversible terminators
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NGS
Sequenciamento por sintese

@ PACBIO

Single Molecule,
Real-Time (SMRT")
Sequencing

PacBio
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- - -— Directly detect DNA
;. moddications during
b sequencing
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Nucleotide incorporation kinetics
are measured in real time

Long reads span large regions for improved
assembly, variant detection, and haplotype phasing

Polymerase read
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Calling consensus from
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Nanopore - Minlon
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sensing chemistry,
nanopore, and electronics
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