
Sequenciamento de DNA



Lembrando......Ciclo da reação de PCR

• Temperaturas:
Desnaturação ➔ 94 – 96ºC –
1min
Pareamento ➔ 50 – 65ºC- 45s
Extensão ➔ 68 – 72ºC 1 a 2min



Sequenciamento de DNA

Variação da técnica de PCR na presença de UM único primer e 

pequenas quantidades de nucleotídeos que apresentam uma 

didesoxiribose ao invés de desoxiribose.

A didesoxiribose NÃO apresenta o grupamento 3’OH, que é essencial 

para a adição do próximo nucleotídeo durante a síntese de DNA

IMPEDEM O TÉRMINO DA EXTENSÃO DA FITA DE DNA



Lembrando o sentido da Replicação do DNA



Qual a diferença entre dNTP x ddNTPS

Ausência da –OH livre na posição 3’ no ddNTP, o que 

impede a extensão da cadeia de DNA.



Técnica de sequenciamento de DNA

- Frederick Sanger e colaboradores (1974)

Atividade de edição – proofreading



Temperaturas:

Desnaturação ➔ 94 – 96ºC – 2 min

Pareamento ➔ 50ºC- 15s

Extensão ➔ 60ºC - 2min





Sequenciamento manual do DNA







Sequenciamento Automático do DNA



Sequenciamento Automático do DNA



Sequenciamento Automático do DNA



Sequenciamento Automático do DNA

Etapas seguintes: precipitação e purificação 



Sequenciamento Automático do DNA



Sequenciamento Automático do DNA



Laser

Tampão 

Capilar preenchido

com polímero

5-20 kV- +

Tampão

Bandeja de 

amostras

Janela de detecção

Fotomultiplicador

(cátodo) (ânodo)

Aquisição 

dos dados

Sequenciamento Automático do DNA



Os ddNTPs que 

terminam a síntese são 

marcados com corantes 

fluorescentes

Sequenciamento Automático do DNA





Sequenciamento Automático do DNA



Sequenciamento Automático do DNA



(C/T)

Cromatograma









Sequenciamento de nova geração



Sequenciamento de DNA
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