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Sequenciamento	  DNA:	  	  1a	  geração	  

Sequenciamento	  enzimáGco	  
Dideoxi	  

Término	  de	  cadeia	  

Degradação	  química	  do	  DNA	  
	  

1977 



Sequenciamento	  DNA:	  	  Maxam-‐Gilbert	  





•  Prêmio Nobel Prize de Química em 1958 e 1980 

•  Publicou o método de sequenciamento em 1977  

 
Frederick Sanger  

13 Aug 1918 – 19 Nov 2013  

Sequenciamento DNA pelo método Sanger 
 



Sequenciamento	  DNA:	  	  Sanger	  



Sequenciamento	  DNA:	  	  Sanger	  

H



Amostra	  (cDNA;	  gDNA)	  

Iniciadores	  (S	  e	  AS)	  

dNTPs	  (dATP,	  dTTP,	  dCTP,	  dGTP)	  

Enzima	  DNA	  Polimerase	  

Tampão	  da	  enzima	  

Mg2+	  (MgCl2	  ou	  MgSO4)	  

PCR	  convencional	  

Sequenciamento	  DNA:	  	  Sanger	  



Amostra	  (cDNA;	  DNA)	  

dNTPs	  (dATP,	  dTTP,	  dCTP,	  dGTP)	  

Tampão	  da	  enzima	  

Enzima	  DNA	  Polimerase	  	  

	  

	  

Reação	  de	  Sequenciamento	  

ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) 

Sequenciamento	  DNA:	  	  Sanger	  

Iniciador	  (S	  ou	  AS)	  







Sequenciamento  
Manual X Automático 



Amostra	  (cDNA;	  DNA)	  

dNTPs	  (dATP,	  dTTP,	  dCTP,	  dGTP)	  

Tampão	  da	  enzima	  

Enzima	  DNA	  Polimerase	  	  

	  

	  

Reação	  de	  Sequenciamento	  

Sequenciamento	  DNA:	  	  Sanger	  

Iniciador	  (S	  ou	  AS)	  

ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) 



Sequenciamento	  DNA:	  	  Sanger	  







SANGER à Revolução  à ERA GENÔMICA 

Sequenciamento	  DNA:	  	  Sanger	  

Genoma bactériaà >600 Kb – precisaria fragmentar em ~1000 partes 

Como sequenciar um genoma com esta metodologia?  





Genômica: Bibliotecas de DNA 
 
Biblioteca Genômica de Shotgun 



•  Erros ou não detecção dos primeiros 15-40 pb 

•  Dependente de enzima 

•  Excesso de background  

•  Preparação das amostras  

•  PCR kit, primers, passos de purificação, clonagem 

•  Única reação pode sequenciar 300-800 pb 

•  Pouco eficiente para sequenciar genomas 

Problemas com a técnica de Sanger 



Necessidade	  de	  novas	  estratégias	  
de	  sequenciamento	  

•  Rápidas	  
•  Menor	  custo	  
•  Maior	  acurácia	  
•  Maior	  capacidade	  de	  
leitura	  	  

•  Atender	  as	  pesquisas	  
no	  genoma	  humano	  



2a Geração de Sequenciadores  

•  Fim da era de tecnologias baseadas em 
eletroforese 
 
•  Alta capacidade de geração de dados à 
genomas em única corrida. 

• Métodos alternativos à clonagem tradicional 

NGS – Next Generation Sequencing 



Roche (454) GS FLX sequencer 

“Massively	  parallel	  amplificaSon”	  
• Emulsão	  de	  água	  em	  óleo	  

• DNA	  polymerase	  
• ATP	  sulfurylase	  
• Luciferase	  
• Apyrase	  	  
• Substrates:	  adenosine	  5'	  
phosphosulfate	  (APS)	  e	  	  luciferina	  

Pirosequenciamento 



• Fragmentação	  do	  DNA	  
• Ligação	  à	  adaptadores	  
• Captura	  em	  esferas	  

Adaptadores 

1 fragmento 
por esfera 

Pirosequenciamento 



Lâmina óptica de  44 um de 
diâmetro 

Uma esfera por orifício 

Pirosequenciamento 



Cada base é adicionada separadamente 

Pirosequenciamento 



Pirosequenciamento 



Análise	  dos	  resultados	  

Pirosequenciamento 

https://www.youtube.com/watch?v=bNKEhOGvcaI 



Procedimento 
1. Anela primer adaptador  
2. Adiciona o 1º grupo de 
primers (8nt) 
3. Clivagem dos últimos 3nt 
4. Emissão de fluorescência 
5. Remoção do fluoróforo 
6. Um pentanucleotideo fica 
ligado 
7. Repete o procedimento 
(7x) 
8. Desnatura o DNA 
9. Utiliza um novo primer 
adaptador  (comprimento n-1) 

ABI	  Solid	  



	  
• A	  fluorescência	  indica	  duas	  bases	  
	  
• Desvantagem	  

• 35pb	  

http://www.dnatube.com/video/27908/Solid-DNA-sequencing-animation 



Illumina	  (Solexa)	  



Illumina	  

https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM 



Ion Torrent 



Ion Torrent 



Ion Torrent 

https://www.youtube.com/watch?v=WYBzbxIfuKs 



Roche/454	  FLX	   Illumina/Solexa	  GA	   ABI	  SOLiD	  

ABI	  3730xl	   Roche/454	  FLX	   Illumina/Solexa	   ABI	  SOLiD	   	  Ion	  Torrent	  

Método	   Sanger	  	   Pirosequenciamento	   Sequenciamento	  
por	  Síntese	  

Sequenciamento	  
por	  Ligação	  

Sequenciamento 
por semicondutor 

Dados/run	   290	  Kb	   ~300	  Mb	   ~7	  Gb	   >	  15	  Gb	   > 1Gb 

Tempo/run	   1	  hora	   5	  horas	   3-‐7	  dias	   10	  dias	   4 hora e meia 
Tamanho	   ~500	  -‐	  800	  pb	   ~200	  	  -‐	  500	  pb	   ~35-‐100	  pb	   ~25	  -‐	  35	  pb	   ~200 pb 

Custo/run	   $48	   $6.800	   $9.300	   $11.000	   $ 600.00 

Ion	  Torrent	  ABI	  3730xl	  

Genômica:  NGS – Next Generation Sequencing 



3a Geração de Sequenciadores  

•  Capacidade de sequenciamento de uma única molécula 
de DNA. Sem necessidade de amplificação. 

•  Era da nanotecnologia 

•  Altíssima capacidade de geração de dados à genoma 
humano em única corrida. 



•  Sequenciamento de uma única molécula de DNA  
•  Sem necessidade de amplificação 
•  Altíssima capacidade de geração de dados: 

•  Genoma humano em única corrida 

Pacific Biosciences SMRT sequencing 
(Single Molecule Real Time Sequencing) 

Sequenciamento 3a geração 
 

PacBio RS II 



20.000 X mais rápido que o método de Sanger 

Janela	  de	  observação	  em	  nano-‐escala	  (ZMW)	  
–  DNA	   polimerase	   adere	   a	   uma	   base	   transparente	   de	   nanotubos	  
cilindricos	  de	  metal.	  

–  Uma	  molécula	  de	  DNA	  se	  liga	  a	  polimerase	  com	  bases	  fosfoligadas	  
–  Fluorescência	  liberada	  quando	  o	  fosfato	  é	  clivado.	  	  
–  A	  luz	  é	  detectada	  e	  transformada	  em	  dado	  de	  sequência	  	  

	  

Placa com milhares de 
cilindros em nano-escala 

Genômica: Sequenciamento SMRT 
 



Sinal fluorescente é detectado de uma janela com interferência mínima de luz 

https://www.youtube.com/watch?v=v8p4ph2MAvI 



Fluoróforos	  diferenciados	  

Fluoróforo	  tradiSonal	  ligado	  a	  base	  
nitrogenada	  

	  

Fluoróforo Fosfo-ligado 
(SMRT) 

 



•  Sequencia	  longas	  moléculas	  de	  DNA	  (MÉDIA	  >10,000	  pb)	  

•  Até	  10	  bases	  por	  segundo	  
•  Limitado	  pela	  velocidade	  de	  detecção,	  não	  pela	  polimerase.	  	  

Sequenciamento SMRT 
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Oxford Nanopore Technologie - Minion 

https://www.youtube.com/watch?v=3UHw22hBpAk 



Evolução do sequenciamento 
 

Tamanho dos reads (Log) 
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Custo de sequenciamento 
 



Genomes Online Database 

Genomas sequenciados / Em sequenciamento 
 


