
Sequenciamento de DNA
Sequenciamento de DNA permite determinar a ordem das 
bases nitrogenadas adenina (A), guanina (G), citosina (C) e 
timina (T) da molécula de DNA

 

O RNA, geralmente, não é sequenciado diretamente. Tem que ser convertido em 

cDNA (DNA complementar) pela transcrição reversa com a transcritase reversa.        



Métodos de sequenciamento de DNA

 • Método de Maxam e Gilbert: degradação química 
seletiva e sequencial de nucleotídeos

• Método de Sanger: terminação controlada da síntese 
de DNA com didesoxirribonucleotídeos (ddNTP)

•Metodologias de sequenciamento de alto desempenho
 (Next Generation Sequencing, NGS ou 
High‐Throughput Sequencing, HTS )





• Método foi desenvolvido em 1977.
• O método utiliza DNA polimerase, primer, ddNTPs e dNTPs. 

Método de Sanger (ou de terminação de cadeia com didesoxirribonucleosídeos trifosfato)

(dNTPs) (ddNTPs)



Lembrando que a reação da DNA Polimerase, na replicação,
utiliza dNTPs  síntese de DNA



Após a incorporação do ddNTP ocorre a inibição da síntese da cadeia.



Método de Sanger “Clássico”:
terminação controlada da síntese
de DNA com
didesoxirribonucleotídeos
(e uso do iniciador (primer)
radiativo*)

Sequenciamento de até
1000 bases em uma
reação, utilizando‐se
eletroforese em géis
longos (60 cm)

Autorradiografia do gel
em filme de Raios‐X para
detecção das cadeias de
DNA radiativas



Frederick Sanger



A automatização do sequenciamento pelo 
Método de Sanger foi possível a partir da utilização de 
terminadores ddNTPs acoplados a grupos (corantes) 
fluorescentes

Vantagens:
• Uso de reagentes fluorescentes ao invés de radioativos
• Eletroforese capilar ao invés de gel de poliacrilamida
• Detecção por fluorescência emitida por excitação com
laser
• “Leitura” digital



Sequenciamento automático de Sanger





Método Automatizado
(fluorescente, 
1 tubo de reação)

Método Clássico
(radiativo, 4 tubos 
de reação)



Next Generation Sequencing, NGS ou
High‐Throughput Sequencing, HTS

Metodologias de sequenciamento de alto 
desempenho, geram milhões e até bilhões de 
sequências, rapidamente

• Sequenciamento automático de Sanger (1ª geração).
• Tecnologias desenvolvidas após esta são conhecidas como 
sequenciamento de nova geração.



Next generation sequencing (sequenciamento de nova geração)

Oxford Nanopore
MinION







Aplicações do sequenciamento de DNA

• Obter a sequência completa de fragmentos de DNA 
(produtos de PCR (amplicons), clones de DNA, 
plasmídeos, etc)

• Obter a sequência de regiões de interesse de 
genomas (éxons, gene do rRNA16S, etc)

• Obter a sequência de genomas completos 
(Sequenciamento de Genomas)

• Obter a sequência de transcritos (RNA) 
(Sequenciamento de Transcritomas)
Necessário obter cDNA por transcrição reversa antes do sequenciamento



Variações na sequência genômica entre indivíduos

(Polimorfismos de um Único Nucleotídeo)

• Variação na sequência de DNA onde apenas um nucleotídeo difere;
• Para ser considerado SNP deve estar presente em pelo menos 1% da população



•http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1004016

Expansão no número de cópias do gene da amilase em cães
Enquanto lobos apresentam em média 2 cópias 
do gene para amilase, cães apresentam números maiores

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1004016
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