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Sequenciamento gendmico

O sequenciamento gendémico € uma técnica que permite
Identificar, na ordem correta, a sequéncia de nucleotideos de
uma molécula de DNA ou RNA.

O sequenciamento de DNA, seguido da montagem gendomica,
permite obter informacdes sobre:

Estrutura e funcao dos genes

Diversidade genética

Presenca de elementos méveis no genoma

Presenca de genes adquiridos por transferéncia lateral
Relacdes evolutivas

Construcédo de mapas metabolicos



Sequenciamento gendmico

O que o sequenciamento de DNA genémico ndo é capaz de
responder?

Quais genes estdo sendo expressos no momento do ensaio
Qual o nivel da expressdo estes genes se encontram

Para se obter essas informacdes & necessario 0 sequenciamento
do RNA (cDNA) por meio de técnicas de RNA-Seq. Desta forma
e possivel responder:

Se determinado gene € importante a uma situacao especifica
Se 0 gene sofre algum tipo de regulacdo da expressao a nivel
transcricional

Este é o0 caso dos experimentos com ESTs e ORESTES



Metodos de sequenciamento

= Sequenciamento de 1° Geracao
- Degradacao quimica — Maxam & Gilbert
- Interrupcao da cadeia (ddNTPs) — Sanger

= Sequenciamento de 2° Geracao
- 454 — Roche
- Illumina — HiSeq, MiSeq

= Sequenciamento de 3° Geracao
- lon Torrent — ABI -Life Technologies
- Nanopore — Gridlon / Minilon
- PacBio RS — Pacific Biosciences




Sequenciamento do DNA: 12 geracao
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Baseado em hidrolise Seguenciamento
quimica da molécula de enzimatico dideoxi

DNA ‘termino de cadeia’




Sequenciamento do DNA: Maxam-Gilbert

= A técnica desenvolvida por eles utiliza marcacéo
do DNA alvo a ser sequenciado com fosforo
radioativo (P32). Walter Gilbert

Descoberta em conjunto com
sey aluno de pos-gradusacao
Allan M. Maxam

= O P3¢ ligado a um dATP formando um P32-dATP. Essa molécula é
Incorporada ao DNA molde (extremidades 5’ ou 3°) pela enzima
polinucleotideo kinase.

= Neste método, o rompimento das pontes de hidrogénio da fita dupla de
DNA ocorre pela adicdo de dimetil sulfato e aquecimento a 90° C.



Sequenciamento do DNA: Maxam-Gilbert
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A — Apos a desnaturacdo, o DNA molde
marcado com P32 é clivado em 4 regides (antes
do “G”, “G/A”, “C/T” e “C”s). Para identificar o
nucleotideo aplica-se o produto dessa reacdo em
4 canaletas do gel.

4,5 B — Representacdo esquematica
-8 evidenciando o Ultimo nucleotideo
de cada um dos fragmentos
(diferentes tamanhos) do gel de
poliacrilamida.

C — Sequéncias de nucleotideos do

C B (A |G| TIAAIGIT|TIAIGICICITICIAIG]T RETANG sequenciado.



Sequenciamento do DNA: Maxam-Gilbert

Tabela 1. Compostos quimicos utilizados na técnica de Mlaxam-Gilbert e especificidades pelas bases

nitrogenadas.

Especificidade de bases Modificador de bases Remover de bases = Quimico para clivar a fita

G Dimetil sulfato Piperidina Piperidina
A+G Acido Acido Piperidina
C+T Hidrazina Piperidina Piperidina
E Hidrazina + alcali Piperidina Piperidina

A>C Alcali Piperidina Piperidina




Sequenciamento DNA: Sanger

= 1975: Prop6s melhorias significativas do método de Maxam-Gilbert.
Inventou o metodo dideoxi para o sequenciamento do DNA

= 1977: sequencia, pela primeira vez, 0 genoma inteiro de um organismo,

0 bacteriofago phi X174

11 genes em 5.386 bases
sequenciadas “a mao*

Ganha o segundo Nobel de

quimica em 1980

1918 - 2013

DNA sequencing with chain-terminating inhibitors

(DNA polymerase /muckeotide soquences bacteriophage 8X174)

F. SANGER, 5. NICKLEN, AND A. R. COULSON

Medical Reseanch Coucil Laboratory of Moleculis Biology, Cambridge CRE HH. Eaglasd

Coniributed by F. Sanger, Otober 3, 1977

ABSTRACT A new methed for determining pucleotide se-
quences in DNA is described. Tt s similar to the "plus and
mious” melhod [Sanger, F. & Coubion, A. R (1975) . Mol Biod
B, 441 448 bt nlhﬂ-mﬂlhfﬁdﬂﬂmf arshisony.
cleoside ana of the normall deorynucheoisde Inﬁl;?hl
which act as specific chainderminating inkibitors of DNA
erase. The has been applied to the DNA of
#X174 and ks more rapid and more sccurale than
rllhﬂlk or the minus method.

The “phas and minos” method (1) is 2 relatively rapid and
dmple technique that has made posible the determination of
the sequence of the genome of bacteriophage $X174 (2. It
depends on the use of DNA polymerase to transcribe specific
regions of the DNA under controlled conditiors. Atbough the
method is considerably more rapid ndnmplttlunnther
available techniques, neither the “plus™ mor the “minus

method is completely accurate, and in acder to estabish a se-
quence both mixt hrwdmgdh- and sometimes confiirma-

a stereodsomer of ribose in which the &' hydroxyl group is ari-
enbed in frans position with respect to the 2-hydroxyl group.
The arabinosyl (ara) nucheotides act as chain terminating in-
hibitors of Escherichia coli DNA polymerase 1 in a manner
comparable to ddT (4), although synthesized chains ending in
3 araC can be further extended by some mammalian DNA
polymerases (51 In order to oblain & suitable pattern of bands
from which an extensive sequence can be read it is necessary
to have a ratio of terminting triphosphate to pormal triphes-
phate such that only partial incorporation of the terminator
occurs. For the dideoxy derivatives this ratio is about 100, and
for the arabinosyl derivatives about 5000

METHODS
Preparation of the Triphosphate Analogues. The prepa-

ration of ddTTP hus been described (6, 7), and the material is
nowe commercislly availibls ddA hat hoen nesnanad by



Sequenciamento DNA: Sanger

= Assim como a metodologia de Maxam-Gilbert, a técnica
desenvolvida por Sanger também utiliza marcacao radioativa.

- Adiferenca é que a primeira marcava diretamente o DNA molde. Ja a
de Sanger marca fragmentos de DNA sintetizados a partir de uma fita
molde. A sintese desses fragmentos a partir de um DNA molde foi
possivel gracas a PCR.

= Por fim, € necessario ainda a presenca de didesoxinucleotideos
(ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP), que atuam como terminadores
da sintese de DNA.



Sequenciamento DNA: Sanger

= Diferenca do desoxinucleotideo com o didesoxinucleotideo. As
chances de a DNA polimerase reconhecer essas duas moléculas é
a mesma.

base
base

5.!
>' PP P—O—CH, O
P(PP—O—CH, o >

3 H
3' OH

Deséxinucleotideo Dideséxinucleotideo

O gue faria um nucleotideo que, ao invés da
extremidade 3’OH, tivesse uma extremidade 3’H

777




Sequenciamento DNA: Sanger
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MIX DE PCR

marcado com P32

A — Sanger incorporou reagentes tipicos de uma
PCR com a adicéo dos respectivos didedxi
(ddNTP) em tubos separados. A cada ciclo de PCR
um novo fragmento de DNA é formado
dependendo do dNTP e ddNTP incorporado.

Deoxinucleotideo (dNTP)

GATARRAAACTCAGAACGGCTTCGT
GATARARARAACTCAGAACGGCTTCGT
GATAARARACTCAGAACGGCTTC
GATAARARAACTCAGAACGGCTTC
GATAAAAAACTCAGAACGGCTT

Dideoxinucleotideo (ddNTP)

B — Representacdo esquematica
evidenciando o ultimo nucleotideo

_ GATAABRAAACTCAGAACGGCT

GATAAAARACTCAGAACGGT

. GATAAAARACTCAGAACG

. GATAAAAAACTCAGAAC

GATAARARACTCAGAAC

- GATAAAARACTCAGAS

o GATAAAAAACTCAG:

de cada um dos fragmentos de
diferentes tamanhos do gel de
Poliacrilamida.



Sequenciamento DNA: Sanger

 DNA molde
 DNA polimerase
e Tampao

* dNTPs

eddGTPs *ddATPs eddTTPs eddCTPs

PRYASR®




Sequenciamento DNA: Sanger

5
ATGCTT

[T
TACGAAGAC

AGACTTGTCACAATGACTATAACGAA

3 5



Sequenciamento DNA: Sanger
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5
ATGCTT

[T
TACGAAGACCGTCTAGACTTGTCACAATGACTATAACGAA

3 5



Sequenciamento DNA: Sanger

<} 3
ATGCTTCT

i
TACGAAGACCG

ACTTGTCACAATGACTATAACGAA
3



Sequenciamento DNA: Sanger
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ATGCTTCTGG

TACGAAGACCGTC
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TTGTCACAATGACTATAACGAA



Sequenciamento DNA: Sanger
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ATGCTTCTGGCAGAT
ARRRRARRRRARER
TACGAAGACCGTCTAGACT TG T CACAATGACTATAACGAA

3 5



Sequenciamento DNA: Sanger

<} 3
ATGCTTCTGGCAGAT

LLARRANRR NN
TACGAAGACCGTCTAGACTTGTCACAATGACTATAACGAA

3



Sequenciamento DNA: Sanger

<} 3
ATGCTTCTGGCAGAT

TACGAAGACCGTCTAGACTTGTCACAATGACTATAACGAA

3 5



Sequenciamento DNA: Sanger

ATGCTTCT

ATGCTTCT

ATGCTTCTG

ATGCTTCTGGC

ATGCTTCTGGECA

ATGCTTCTGGECA

ATGCTTCTGGCAGA

ATGCTTCTGGCAGAT

ATGCTTCTGGCAGATC

ATGCTTCTGGCAGATCT

ATGCTTCTGGCAGATCT

ATGCTTCTGGCAGATCTGA
ATGCTTCTGGCAGATCTGAA
ATGCTTCTGGCAGATCTGAAC
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACA
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACA
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTA
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTAC
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGA
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGAT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATA
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATAT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATATT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATATT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATATTGC
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATATTGCT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATATTGCTT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGTTACTGATATTGCTT

ol IR

A




Sequenciamento DNA: Sanger
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Autorradiograma de um gel
de sequenciamento de DNA

Sanger e o fago Phi 174

O 00000200
FPOA49>2220000

OO0 PO
D0 -H00

De fato, esse tipo de
sequenciamento manual
continuou acontecendo
por décadas...



Sequenciamento DNA: Sanger

= Desvantagem




Sequenciamento DNA: Método Semiautomatico

= A partir do aprimoramento do sequenciamento de Sanger surgiu o
meétodo de sequenciamento semiautomatico.

= Aprincipal modificacdo foi, no lugar de compostos radioativos,
adicionar aos didesoxinucleotideos corantes capazes de emitir
fluorescéncia quando excitados em comprimento de onda especifico.

= Como os dideoxi passaram a ser marcados com fluoréforos , agora as 4

reacoOes passaram a poder ocorrer no mesmo tubo, aumentando 4x a
velocidade do ensaio.

ABI 3730xl

Chromatograms from PJ-CR

E0Z_PJL_20H01554_0% ab1 Fragment baze ®123. Base | 2a of 181
T AR £ € A T A H A [T A C T T G A C € A

G G c e
G 6 T A C C A T A A AT ACT T GG ACCATC C




Sequenciamento DNA: Automatizado

= Nos métodos automatizados os geis de dificil manuseio foram
substituidos por finissimos capilares preenchidos com gel onde os
fragmentos de DNA sdo separados em altissima velocidade.

= ApOs a eletroinjecdo os fragmentos comegcam a migrar até passarem por
um feixe de laser que excita os fluoroforos em cada dNTP fazendo com
que esses emitam uma fluorescéncia caracteristica de cada nucleotideo.

A
= Um detector registra esta fluorescéncia e a transmite
para um computador que possui um software capaz — G
de converter fluorescéncia em picos coloridos,
reconhecendo 0s 4 nucleotideos. — C



Sequenciamento DNA: Automatizado

-~

e 'l¢ 15" sequenciado
- RN ' pesnaturagio

. I ' das fitas

Anelamento do
_ -3 oligonucleotideo

v

X DE PCR

ddATP /dd
ddCTP / ddTTP

Eletroinjegéao da

'L amostra em Cromatograma

capilares

GATMAM‘-CTC#GA&CGGETTC‘GT;-
GATARALAAL GLTTCG
GATAMMWCAGAACGGCTTE
GAT#MM“\CTEAGMﬂGGCTTC




Sequenciamento DNA: Automatizado

B Chpllook Viewer - [Chpbsoaed]
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Sequenciamento DNA: Automatizado

= Modelos de sequenciadores automaticos que fazem uso da
técnica de Sanger.

MEGA BACE ABI PRISM 3700 ABI PRISM 3100



Shotgun
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Sequenciamento DNA:
Shotgun

O genoma humano foli
sequenciado utilizando
essa metodologia de
sequenciamento.




Sequenciamento de Nova Geracdo: 2° geracao

= Apos a publicacdo do rascunho do genoma humano, houve um
avanco nas tecnologias de sequenciamento culminando no
surgimento dos “sequenciadores de segunda geracao”.

= Principais plataformas:

- Plataforma 454 (Roche)
- Plataforma lHlumina
- Plataforma SOLID



Sequenciamento de 2° geragao: Plataforma 454

-
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Sequenciamento de 2° geracao:

= Apos a divulgacdo do sequenciamento do genoma humano surge 0s
sequenciadores de 2° geracao reduzindo significativamente 0s custos.

100,000
Custo do
10,000 sequeniciamento
do genoma
humanao
—_ Entrada do
s sequenciamento
= 1,000 de nova geragio
= no mercado
[1]
o
b= |
=]
i =
= O preco para se
g 100 sequenciar o
o genoma humano
completo fica em
torno de 3 mal
dolares
10

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
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