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Histórico

Prêmio Nobel de Química de 1980 

1977. Duas técnicas de sequenciamento
ALAN MAXAM - WALTER GILBERT – Método Químico

FREDERICK SANGER – Método Enzimático

Walter Gilbert                                                       Frederick Sanger



Sequenciamento do DNA – Método de Sanger

Sequenciamento do DNA com inibidores de terminação de cadeia

Inibidores: DIDESOXINUCLEOTÍDEOS (ddNTP)DESOXINUCLEOTÍDEOS (dNTP)

Notar a ausência da hidroxila na posição 3’ da 
DESOXIRIBOSE



Fosfoanidrido
Éster

Revisão das ligações nos  

N-glicosídica

DESOXINUCLEOTÍDEOS (dNTP)

Nota: Cai na Prova



REAGENTES

• DNA dupla fita desnaturado

• Um iniciador (primer) complementar à extremidade 3' da fita de DNA 
(fita molde)

• DNA polimerase 

• 4 desoxinucleosídeos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

• 4 didesoxinucleosídeos trifosfato (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) (em 
menor concentração)

Sequenciamento do DNA – Método de Sanger



1. A DNA polimerase vai “copiando” a fita molde, a partir do primer, e adicionando 
os dNTPs complementares.

Princípio do método de Sanger

Notar a orientação das fitas!

dTTP

Notar o papel da 3' OH do nucleotídeo terminal



ddTTP
di

2. Em algum momento um didesoxinucleotídeo é incorporado pela DNA 
polimerase na fita nova de DNA.  

A ausência do grupo 3’-OH determina a parada da síntese de DNA. 

Princípio do método de Sanger

Notar que a fita nova termina com o ddnucleotídio 

Neste caso com ddTMP



DNA desnaturado              +                        +                    +                        +

Iniciador marcado (α P32) +                        +                    +                        +

DNA polimerase                 +                        +                    +                        + 

os 4 dNTPs +                        +                    +                        +

1 ddNTP/tubo               ddGTP ddCTP ddATP ddTTP

Sequenciamento manual

Tubos                                1                        2                     3                        4

Primeiros ensaios de sequenciamento

4 tubos separados

P 5' 3'OH
Primer



• Iniciador – complementar à extremidade 3’ da fita de DNA
• Sentido da síntese 5’           3’ 
• A marca radioativa corresponde à fita de DNA que está sendo sintetizada 

DNA dupla fita

Fita molde

Desnaturação do DNA e anelamento do primer

P32



Resultado

Em cada tubo é sintetizada uma série de fragmentos de DNA de tamanhos 
diferentes (terminação aleatória)

Todos os fragmentos começam com o mesmo iniciador marcado com P32

Cada fragmento termina ao acaso com um dos didesoxinucleotídeos.

Iniciador5’

Série terminada com ddAMP

Fragmentos do tubo que continha ddATP



Fragmentos do tubo que continha ddCTP

Fragmentos de tamanhos diferentes – Todos terminados com ddCMP

Iniciador5’

Série terminada com ddCMP



Variação do tamanho do conjunto dos fragmentos sintetizados nos 4 tubos



Terminada a reação, a amostra de cada tubo é desnaturada e submetida a 
eletroforese em gel de poliacrilamida para DNA

Gel de poliacrilamida permite separar fragmentos com variações de 
tamanho de 1 nucleotídeo. Gel de agarose não separa. 

O conjunto dos fragmentos cobre toda a extensão de uma fita do gene



Eletroforese em gel de poliacrilamida dos fragmentos sintetizados

Uma canaleta para cada tubo de reação



Como “vejo” as bandas no gel ?

Uma vez que o primer é marcado com P32

Todos os fragmentos estarão radioativos

Faz-se uma autoradiografia do gel cobrindo-o 
com um filme de raio X

Depois revela-se o filme e tem-se a imagem

Amostras ddNTP

Menor fragmento



Amostras ddNTP

Esta é a sequência da fita que está sendo sintetizada

sentido de 5’ para 3’ 

ACGAGATATATGGCGTTAATACGATT.....

Leitura visual.
Cada fragmento tem diferença de UM nucleotídeo

5’



Exemplo 2. Leitura da sequência

Do menor fragmento para o maior

Sequência final 



EVOLUÇÃO: Reação de sequenciamento com didesoxinucleotídeos
fluorescentes. Sequenciamento automático

DNA desnaturado          
Primer Não Marcado                                               
DNA polimerase                                        
4 dNTPs
4 ddNTPs

Cada ddNTP é marcado com uma sonda fluorescente diferente, que emite luz em 
comprimento de onda próprio. Reação feita em termociclador com Taq polimerase

Um tubo só



Terminada a reação, a amostra é desnaturada e levada ao 
sequenciador (ABI Prism 3700). 
No sequenciador ocorre a eletroforese

Durante a corrida os fluoróforos são 
excitados, lidos e registrados



A fluorescência emitida pela passagem do fragmento de DNA pela janela de 
medição é registrada por um sistema de microcâmeras sensoras.

O sinal é transformado num gráfico, conhecido como cromatograma. 



O pesquisador recebe o cromatograma de cada sequência e verifica sua qualidade

Cromatograma

Cada coluna corresponde a uma sequência

No sequenciador são analisadas muitas amostras de cada vez



Qualidade das sequências

Dependendo do tipo de sequenciador ~600 bases são determinadas em 
cada corrida/reação



Como sequenciar um gene de 3 kb?
A amostra a ser sequenciada está clonada em um vetor

Etapa 1: Desenhar primer para a sequência do VETOR que está próxima do 
gene a ser sequenciado.

A sequência de todo o vetor é conhecida

Sequenciar 600 nucleotídeos



Sequenciamento por “primer walking”
Etapa 2: Desenhar primer para a sequência 3’ terminal do fragmento sequenciado

Primer 2                  Sequencia-se mais 600 nucleotideos. 

Etc.



O método de Sanger automatizado continua sendo usado para 
sequenciar DNAs pequenos.

Para o sequenciamento de Genomas usam-se outras 
tecnologias.



Plataformas de Sequenciamento de nova geração 
(Next Generation Sequencing – NGS)

http://pos.unipar.br/simposios/x-simposio-em-biotecnologia-aplicada-a-agricultura/minicurso7.pdf



Plataformas de Sequenciamento de nova geração

Nanopore technology



Campo aberto para QUÍMICOS!

Sanger   ~ 6x102 nucleotídeos sequenciados/corrida,
SNG       ~108-109 nucleotídeos sequenciados/corrida

Competição entre companhias públicas e privadas por melhor qualidade e preço 

Plataformas de Sequenciamento de Nova Geração

Diferentes matrizes; reagentes; métodos; equipamentos

NOTA
SNGs usadas para sequenciamento em larga escala (Genomas, 
Transcriptomas)



Bioinformática

Ferramentas para a análise de dados



Bioinformática é um ramo da ciência que utiliza e desenvolve 
ferramentas computacionais aplicadas à coleta, armazenamento e 
análise de dados genômicos.

Bioinformática

O profissional em bioinformática deve
- ter conhecimentos de biologia molecular, ciência da 
computação e bioinformática. 
- ter conhecimentos de biologia, bioquímica, química, estatística 
e matemática, dentre outros.



Bancos de Dados

Repositórios de Informações



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Criado em 1998

Repositório de sequências 
biológicas

- Sequências de Nucleotídeos
- Sequências de Proteínas
- Estruturas
- Genes
- Genomas
- Expressão Gênica

Repositório de artigos científicos

PubMed – mais de 30 milhões de 
citações de literatura de 
Biomedicina

Submissão de novas sequências
Ferramentas para busca e 
análise de sequências 

- Entrez
- Buscas de similaridade (BLAST)
- Análise de estruturas
- Análise de Genomas, etc. etc.Nota: No IQUSP vários grupos têm expertise 

em Bioinformática



Depósito da Sequência em bancos de dados

Nos bancos de dados a informação referentes a cada gene é 
apresentada em Nucleotídeos.
Cada sequência depositada recebe um número de acesso
A sequência corresponde à extremidade 5’ do gene

I - Trypanosoma cruzi strain CL Brener ABC transporter gene

>XM_801573.1 
ATGTCGTGCTGCCGAGCGGAGGTGAATGAGCCAGTAACTCCCAGCTCCGCTTCATCATTGGAGTCTGACG 
ACCAAATCGCGTCGAAGCAGAAGGGTAACGAACCCCTCATCGAAGACTATAGCATCATCGCCCCCGGATT 
CTCCATCAAGGGCTCCGTCGCGCAGTTCGACGCTGTGGAACAAAATAAGAGCTCCGTGAGTGGACGCTTT 
TCTATTCCCGTCTCATGGCATAATTTGGCATATTCGGCAAACGGCACGAAAATTCTTTGCGGCCTCACAG 
GAACAGCGTTACCGTCACGATGCCTTGCTGTGATGGGATCCAGCGGTGCGGGCAAGACGACTTTTCTCAA 
TGCTATCTCTGACCGACTTAAAACCTCGCGTACCCTTAAGCTGACAGGGAAACGCCAGCTGGGGGACTTG 
GAGTACAAGCGTCATTACCGCAGGATGGTTGGTTTTGTGGCGCAAGACGACATTCTCTCACCACGGGCAA 
CACCCGAAGATTCCCTTCGCTTTTCGCTGCGCGTGAGGCGTGGCACAAGCATAAGTGAAACGAATAAATT 
TGTTGAGGAAACTTTGGAGGAATTACGCCTTGTCCACTGCCGTGAGACCATTGTTGGCATCCCTGGCCTT 
GTCTCTGGTCTTTCAGGTGGTGAACGCAAACGCACAAGTATTGGAGTGGAGCTCATTTGCGATCCTAAAA 
TTCTCTTGCTGGATGAACCCACCTCTGGTCTGGACTCCGTGACATCTGTGAAGATTGTGCATCTTCTGAA 
TAACATTGCCCGAACAGGCCGCACGGTGATTTACACCATTCACCAGCCCACTGCTGAGACATTGACGTAC 
TTTGATGATCTCATGCTTCTCACTGGGGGTCGATGTGCTTACCATGGCACGATGGCAAAATCTGTGGAAT 
ACTTTGAGTCCATCGGATTCCCCTGTCCTGAACGATATACGCCAAGCGATTTCTTTATGAAGTTGCTCCA 
AGATCCAGAAATTTCCAAGGTACTGGTTAAAAAATGGAAGAGCTATCTAAAACACGGTGTGAGAACCCCA 
CATACAACCGCGGTTGAGCTAAATCCCAATCCCTCCGAGTCTCCCACCGCGAAGAATATTGAAAGCTACC 
TTAGTAGGTTTGGGAGCACCTCGGGTATCCAATTCCAGGAGCTTTTTCGTCGTTTTTCCATAGATCTCAG 
TCGCAATCATGTATACATTTTTTCACATTTTATACAGGCTGCCTTCTTTGCAGTAATTGTGGGTCTCATA 
TTTCTGAATGTTAAAGATGATTTAGCTGGTATGCAAGATCGCGAGGGAGTTTTTTTTATGGTAACGATGA 
ATCGGGCTATGGGGCAGACTTTTATCATGGTCAACTCCTTTATGCAAGATAAGCCTTTGTACGTGCGGGA 
GCAAATGGTTGGCTCATACTCCCCTTTTATTTTCTTTTTATCAAAAACCCTGGTGGAGTTTCCAATGCGC 
GTGTTTTTTGCCTTTCTTGAGTGCTGTATTTTATACTGGATGGTGGGTTTTTACCGCCAGGCAGGAGCTT 
TTTTTTACTACTTTGCGGTCATCGCGCTGCTTACTGAAGTGGCCTCGGGTCTTGGGTTTGCCATTGGTGC 
CACGTTTAAAAGTTTGGTCGTTGCTTCCGGTACCGCGCCCGTGATTTTGCTGCCGCTTGCCATGGTCGGT 
GGTCTTTTGGCGAACACAGATCGACTTCATCCGTATTGGTACTGGTTGGAGAAACCATCCTTTATTCGTC 
AGGCCTATATTCTTCTTGCCCGCAATGAATTTAAGCATATCGACCACATTCGGTGTGATGGTAGAGGCAA 
ACCACCGGGCTACTGTAAAGATAAGCCCCAAAACGGCGAGGATATCTTGCGCCAACTTGGGTTTCAGCAG 
AAGCAATATGAAAGCTGGATTTTGTGGCTAACTCTTGCCCTTTTATATATTGCTTTCCGCGGTTGGGCCG 
TTATTTCCCTGTACTCTGCCGCGCGTACAAAGTTTTAG 

ATG inicial



Nos bancos de dados também consta a sequência de aminoácidos 
traduzida de muitos genes (um software faz a tradução)
Cada sequência proteica tem um número de acesso

I - Trypanosoma cruzi strain CL Brener ABC transporter
A sequência começa com a Metionina N-terminal

>XP_806666.1 ABC transporter [Trypanosoma cruzi strain CL Brener
MSCCRAEVNEPVTPSSASSLESDDQIASKQKGNEPLIEDYSIIAPGFSIKGSVAQFDAVEQNKSSVSGRF 
SIPVSWHNLAYSANGTKILCGLTGTALPSRCLAVMGSSGAGKTTFLNAISDRLKTSRTLKLTGKRQLGDL 
EYKRHYRRMVGFVAQDDILSPRATPEDSLRFSLRVRRGTSISETNKFVEETLEELRLVHCRETIVGIPGL 
VSGLSGGERKRTSIGVELICDPKILLLDEPTSGLDSVTSVKIVHLLNNIARTGRTVIYTIHQPTAETLTY 
FDDLMLLTGGRCAYHGTMAKSVEYFESIGFPCPERYTPSDFFMKLLQDPEISKVLVKKWKSYLKHGVRTP 
HTTAVELNPNPSESPTAKNIESYLSRFGSTSGIQFQELFRRFSIDLSRNHVYIFSHFIQAAFFAVIVGLI 
FLNVKDDLAGMQDREGVFFMVTMNRAMGQTFIMVNSFMQDKPLYVREQMVGSYSPFIFFLSKTLVEFPMR 
VFFAFLECCILYWMVGFYRQAGAFFYYFAVIALLTEVASGLGFAIGATFKSLVVASGTAPVILLPLAMVG 
GLLANTDRLHPYWYWLEKPSFIRQAYILLARNEFKHIDHIRCDGRGKPPGYCKDKPQNGEDILRQLGFQQ 
KQYESWILWLTLALLYIAFRGWAVISLYSAARTKF

Met

Não precisa mais sequenciar os aminoácidos de uma proteína!



Exemplos de buscas



Problema: 
Quero desenhar primers para amplificar por PCR o gene do transportador 
ABC de Trypanosoma cruzi strain CL Brener, cujo número de acesso é 
XM_801573.1 

Procedimento:
Acesse: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
Na ferramenta Nucleotide: copie o número de acesso XM_801573.1 

Busca e caracterização de genes



Resultado: Muitas informações sobre o gene



Sequência traduzida da 
proteína

Sequência do gene
1-1998 



Desenho de primers

Muitas ferramentas disponíveis

Copie a sequência de nucleotídeos

Informe quantos primers deseja

Informe o tamanho do amplicon Ex. 1998 pb

Informe a faixa de Tm dos primers

Start



Resultado

ABC Forward 5’ GTGAACGCAAACGCACAAGTA 3’

ABC Reverse    5’ GAGGTGGGTTCATCCAGCAA 3’

PRONTO. JÁ POSSO FAZER A PCR!!!!!!!!!!!!


