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

AGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAAC
AAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCA
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
GAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC
TGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAG
TGGGCTCCGTCCTCCACGGACGCGCCT
GGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAG
TTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGA
TATTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAT
AAGGTAAGAAAGTTTTTCCTTCCGCTC
CTGGGTGCTGGGTGCTGGGTGCTGGGT
TTGCCTTATCGCTTCGGTGAGGGGCAT
TTGGCCCGCGCTAAGCCTCGTTCGGGC
CGCATCTGGTTTTTTTGCGACCGGCGT
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O RNA, geralmente, nao é sequenciado diretamente. Tem que ser convertido em

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




Metodos de sequenciamento de DNA

* Método de Maxam e Gilbert: degradacao quimica
seletiva e sequencial de nucleotideos

« Método de Sanger: terminacao controlada da sintese
de DNA com didesoxirribonucleotideos (ddNTP)

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




The Naobel Prize in Chemistry 1980
Paul Berg, Walter Gilbert, Frederick Sanger

The Nobel Prize in Chemistry 1930
Nobel Prize Award Ceremony

Paul Berg

Walter Gilbert

Frederick Sanger - —

Paul Berg Walter Gilbe Frederick Sanger

The Nobel Prize in Chemistry 1980 was divided, one half awarded to Paul Berg
"for his fundamental studies of the biochemistry of nucleic acids, with particular
regard to recombinant-DNA", the other half jointly to Walter Gilbert and Frederick
Sanger "for their contributions concerning the determination of base sequences

in ."'[‘,'_fCﬂEfc ac.‘ds" I —




M etOd @) d e Sa ng er (ou de terminagao de cadeia com didesoxirribonucleosideos trifosfato)

e Método foi desenvolvido em 1977.
e O método utiliza DNA polimerase, primer, ddNTPs e dNTPs.
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Lembrando que a reacao da DNA Polimerase, na replicacao,
utiliza dNTPs >  sintese de DNA
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Figure 5-3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



normal deoxyribonucleoside C small amount of one
triphosphate precursors A(;" C G A — dideoxyribonucleoside

(dATP,dCTP, dGTP, and TATG TC T triphosphate (ddATP)
dTTP) AATC GA
A ACTCTACA T
CTGGcT
rare incorporation of
oligonucleotide primer dideoxyribonucleotide by DNA
for DNA polymerase polymerase blocks further growth
5\ of the DNA molecule
' IGCTACCTGCATGGA

* CGATGGACGTACCTCTGAAGCG Il
3 5

single-stranded DNA molecule
to be sequenced

Apobs a incorporacao do ddNTP ocorre a inibicao da sintese da cadeia.

Figure 8-50b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008
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A automatizacao do sequenciamento pelo

Meétodo de Sanger foi possivel a partir da utilizacao de
terminadores ddNTPs acoplados a grupos (corantes)
fluorescentes

Vantagens:

e Uso de reagentes fluorescentes ao invés de radioativos
e Eletroforese capilar ao invés de gel de poliacrilamida

e Deteccao por fluorescéncia emitida por excitacao com
laser

e “Leitura” digital




Sequenciamento automatico de Sanger
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SEQUENCIADOR AUTOMATICO




Método Classico Método Automatizado
(radiativo, 4 tubos (fluorescente,
de reacao) 1 tubo de reacao)
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e Sequenciamento automatico de Sanger (12 geracao).
e Tecnologias desenvolvidas apos esta sao conhecidas como
sequenciamento de nova geracao.

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

Metodologias de sequenciamento de alto
desempenho, geram milhdes e até bilhdes de
sequéncias, rapidamente




Next generation sequencing (sequenciamento de nova geracao)
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Tecnologia Quimica do Sequenciamento Tipo de preparagdodo  Tamanho das Numero de Duracao da
molde de DNA sequéncias sequéncias corrida

(nucleotideos) geradas/
corrida

Sintese com DNA polimerase e Amblificacio por 255106 3
Illumina deteccdo da fluorescéncia de . onge - 150- 300 Ex10° 0,15% 11-48h
dNTPs liberada na sintese P
Pacific Sintese com DNA polimerase e SI:aSeu:lclilaz?nZ(ri?o 50x103
Bioscience detecc3o da fluorescéncia de . 9 20.000- 40.000 0,1% 30h
(PacBio) dNTPs liberada na sintese direto do fragmento
de DNA
Oxford Leitura da sequéncia de DNA Nao utiliza PCR
enquanto a fita atravessa um Sequenciamento 10.000 - 600x10?
Nanopore _ _ 10% 1-48h
(MinION) nanoporo proteico e causa direto do fragmento 300.000
mudanca de condutancia de DNA




Nanopore sequencing "M — Oxford Nanopore - MinlON

Sequenciamento de moléculas Unicas com até 300 Kbp

DNA é desenrolado por uma

@ proteina motora e uma fita é
translocada pelo poro proteico para

o lado + da membrana
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corrente idnica, permitindo o

sequenciamento do DNA

Created with BioRender.com




Aplicacoes do sequenciamento de DNA

* Obter a sequéncia completa de fragmentos de DNA
(produtos de PCR (amplicons), clones de DNA,
plasmideos, etc)

* Obter a sequéncia de regides de interesse de
genomas (éxons, gene do rRNA16S, etc)

* Obter a sequéncia de genomas completos
(Sequenciamento de Genomas)

* Obter a sequéncia de transcritos (RNA)
(Sequenciamento de Transcritomas)

Necessdrio obter cDNA por transcri¢Go reversa antes do sequenciamento




Variacoes na sequéncia gendmica entre individuos

SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms)

(Polimorfismos de um Unico Nucleotideo)

\’. . AGTCAGAAATC...
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e Variacdao na sequéncia de DNA onde apenas um nucleotideo difere;
e Para ser considerado SNP deve estar presente em pelo menos 1% da populacao




Expansao no numero de copias do gene da amilase em caes

| Enquanto lobos apresentam em média 2 copias
B do gene para amilase, cdes apresentam numeros maiores
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http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1004016
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