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TGTGAACACACGTGTGGATTGG...



Sequenciamento de DNA

Definicao
» Identificacao da ordem exata dos pares de bases (A, T,
G e C) em um segmento de DNA.

Importancia

- O conhecimento da seqiiéncia de bases de um gene
fornece importantes informagoes sobre sua estrutura,
funcao e relacao evolutiva com outros genes (de um
mesmo organismo ou de organismos diferentes).



Os organismos possuem padroes




As moléculas também.

Aligning

T 261 * ZE0 ® 300 * 320
species | TEMELGMTAELI}E—EELT}EATETEAMGT——A[MLG[EEEA—I}'T'I}A—AAEE}E}AATEGETEAI'TMA——TEA
species 2 TCALAGATTALGE -CAT3CATGTC TAAGT- —ACAATCCTCOTTGA - Gh— - GAGA- AL T30 FALAGGCTC ATTALL -~ TCA
species 3 TrALARATTALRN-CATIRATRTIMRART - —Ar LAGIETRLN SFTRA-ARRT N ALTRRNTT ATTA AL ——T A
species 4 TCALAGATTALEC - CAT3 CATGTC TAAGT - —ACACHCC G- ATCTJiG) GrEA- AAL C 30 SARTEEOTC ATTARL ——TCA
species 5 TCALAGATTAAGE -CATS CATGTC TAAGT - —ACACGLCG-LTCT GCGA-AACC3CIANTEECTC ATTARL ——TCA
species 6 TCAAABATTAAGC -CAT3 CATETCTAAGT- —ACACGLC G-AACT At BUGA-AALCICIALTERCTC ATTALL ——TCA
species T TCGTTETCTCGTTI0 T30-TETC TAAGT - —ACAAGLCG-ATTC HhaCh GUEA- AACCICIAATEECTO ATTALL - TCA
species 8 TCAMMGATTALGE -CAT5CATGTC TAAGT- —ACANGLC G-ATTT JhAGH G GA-AREC3CFALTGGCTC AT TALL -~ TCA
species 9 TCALAGATTALGE -CAT3 CATGTGTALGT - —ACLLGLC G- ATCT G GT5A- AACC3CFALTGGCTC ATTALL -—TCA
species 10 TCALAGATTALGE -CAT3 CATETC THNGT - —ACA- - COTCTG—- G- - GUGA- ALCC3C AL TGO TC AL TALL L TCA
species 11 TCALAGATTALGE -CAT3 CATETC TAAGT - —ACARGLGITATG—-Ch—-GUGA- AL C3CFALTEECTC ATTALL -~ TCA
species 12 TLALAGATTALGE -CAT3 CATETC TAAGT - —ACARGLCGOTAGA - Ch—-GUGA- ALCC3CFALTEECTC AL TALL -~ TCA
species 13 TLAMAGATTALGE - CATSCAGETC TAAGT - -ATAAGL CLALATA-As—-GTGA-FACCICZALTEGCTC ATTACL—-TCA
species 14 TRALARATTALR -CATIRARRTITAART - —ArFAGEEGLLATE-AAT- 3 A-FALC N FALTRERTE ATTACA —— T
species 15 TCALAGATTARGE -CATS CAGETCTAAGT - —ACATGCTCTTATA-TATEE AL - CACTEC SARCEECTC ATTACA -~ TCC
specics 16 TCAMACATTARCC CATSCATCTCTAACT ACACACCAMATIE AC| CTCA AACCICIAATCCCTCATTARA TCA
species 17 TCALAGATTALGE -CAT3 CATETC TAAGT - —ACARACT CTACAM - GB—- CTEA-AACC3CFALTEGCTC ATTALL ——TCA
species 18 TCAMMGATTALGE -CAT3 CATETC TAAGT- —ACATGLC GO - GCGA-ARECC3CSALTGGCTCATTALL ——TCA
species 19 TEARA AT TALGL -CA L LA NFIL TAAIF L - —ALL T L AL ] -5 - AR L U AL TG U AL LA L ——- L
species 20 TCAGAGATTALGE -CAT3 CATGTC TAAGT- —ACACACCTTCATA-Ch—-GT0A- AL C3CSALTGGCTC ATTALL --TCA
species 21 TCALAGATTALGE -CAT3 CATGTC TAAGA- —TCA-ACCTOOTCT-Ch--CHGAC AL T3CSGATEGCTC ATTALL -~ TCA
species 22 TTALAGATTALGE - CATS CANGTATC AGT- —ACAAGCCTCACT-AG—-GT0A- ALCC3CALTGGCTC ATTALL -~ TCA
species 23 TCALAGATTALGE AL CTCATGTC TAAGA- ~TCATGLC GALAC (IR} - GUGA- AL C3CFALTGGCTC ATTALL -~ TCA

(Anally Vierstraete 15999




Historico — O sequenciamento de
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Historico — O sequenciamento de DNA no tempo

A Mol Methex] for Debermalning Seqoences in TMA
by Primnual Symiinsas wills TN A Pl yoocrusc

F. Haoamw aon A TE Snmraamsr
Motirrd Reaprerh il
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Falls Reeid | Maobedipe T 2L, Fogland

Frederick Sanger
Prémio Nobel de medicina e fisiologia em 1!

J. Mol. Biol. v.94, p. 441-448, 1975

A new method for seqeencing DNA

ALLAN M. Maza aND WALTES CILEERT

Tepermmes ¥ Beocbemsar; wad oo * Fasbgr Hareard Jevesis Tacooop: Himscsoes 041 5
Concribacies’ by Tacior Cilber Cecemder 5, BUE

Walter Gilbert
Prémio Nobel de medicina e fisiologia em 1980

PNAS, vol. 74 No. 2 p. 560-564, 1977



Meéetodos de seqiienciamento

- Maxam & Gilbert, método quimico- 1972
- Sanger sequencing
- PNAS 74 (1977), n. 12, 5463-5467
- Sequenciador MegaBACE (1Mpb/24 ho
- Pirosequenciamento
- Science 281 (1998), n. 5375, 363-365 ...
-Nature 437 (2005), 362-7 |
- Sequenciador 454 (150Mpb/24 horas)




Meéetodos de seqiienciamento

Amplification
followed
by mass

spectrometry

in vitro cloning In vivo clening

Sequencing by Hybridization
MassArray synthesis and ligation
A p. "
Jurinke et al. Sanger et al. Braslavsky et al. Kasianowicz
(2002) (1977) (2003) et al. (1998)
Solexa
Margulies et al. Eennett et al. Shendure et al. Brenner et al.

(2005) (2005) (2005) (2000)



Método “dlideoxi”de F. Sanger

e Dezembro de 1977:

— Também chamado de Método de Terminacgao da
Cadeia;

— Baseado na utilizacao de um analogo ao dNTPs,
o ddNTP:

ddNTP analog



Reacao de polimerizacao

Primer
strand

Template
strand

5' .

3 T A C T

(P)|(B)|(B)|(B)|(P)|(P)|(P)| (P)|(P)
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Reacao de seqlienciamento com radioisotopos

Fragmento DNA a ser sequenciado

3'—GGCTAACGTA—5'
9'== Adicdo de primer

Distribuigao em 4 porgoes

f- — T .__“'h

2 3

= i [ | _ =
+DNA - Polimerase

dATP*
dCTP
dGTP
dTTP
ddGTP

CCG
CCGATTG

Eletroforese
(Leitura)
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L
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Reacao de sequenciamento e marcacao do DNA

Leitura das sequéncias -
Manual

43

Radioisotopos

Leitura das
Automatica

sequéncias -

Fluoresceinas

ARTGEGELCA



Eletroforese

e Placa

e Capilar



Reacao de sequenciamento e leitura automatizada

Cycle Sequencing

The dideo xysequencing reaction is sefup
using the DNA templnte

DMNA TEMPLATE

L, 5 5 :
< TAQ POLYMERASE
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anelamento dos primers

Cycle Sequencing
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Working from Lhe primer, Tog polymerase T|-|_|-|T|-|-|-[TT
randamy adds deoxyn uckotides or -;:i:.‘ulj:m!,r- 1 | 111
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templade. The new DNA strand 15 terminabed by
the addition of a dideoxynucieatide T




Cycle Sequencing

On compietion of 20-30 cycies, thee are
miltiple copies of every possihie fragment,
ench terminated by o dideoxynucleotide.

Cycle Sequencing

The sequencing reaction s inaded inio &
lame of a pokyacrylamide gel

e

ITETTrrrrirrrenTd

AT TCCRCACARCATRAREGAGCCECGGARGCATAARG
160 190 200

o Mo

I B A | ; T ] '

1

Cycle Sequencing

Thee simulated ged mage 15 redd from
battom io top, starfing with the
smallest fragment

TTTTTTITTITITITI T

NMNHTACTCAECTAAG

i

= = M = n




Gel electrophoresis
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T acrvlamidegel

1 =2 hours

t=0 t= 1 hour {Andy Vierstracte 1999)

Exemplo de gel utilizado nos sequenciadores de placa (ex.: 377). A
diferenca de tamanho permite a separacao dos grupos de
fragmentos, e esta “distribuicao normal” da passagem dos
fragmentos € representada pelo eletroferograma (ou cromatograma)

de cada seqiiéncia (read).



Generic Sequencing Instrument

Electrical Field

v

Q GCTATAGTTGATTCCT



Sequenciamento- Automatico

Primer
vw/ Template of
unknown sequence

i

Dye-labeled
L segments of DNA,

[ S e —. copied from
_> — template with
- et Denature G unknown sequence
- DNA polymerase, “‘w,m G —— T
four dNTPs,
four ddNTPs
== Dye-labeled segments
are applied to a
DNA == | capillary gel and
migration === | gubjected to .
s | electrophoresis.
L2
[ m—
i —
—
ey
== Laser beam E
Detector Laser

(

CCTOTTTOATGCOTGGTTCCGAAATCGG

Computer-generated result after
bands migrate past detector



DYEnamic ET Terminators — Pré Mix

Energy Transfer Dyes
*Fluorescein Donor Dye

«Standard Rhodamine Acceptor Dyes

Fluorescein-R110-ddGTP
Fluorescein-R6G-ddTTP
Fluorescein-TAMRA-ddATP
Fluorescein-ROX-ddCTP



DYEnamic ET terminator - espectro de
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Analise dos resultados
por Bioinformatica



Organizando as Sequéncias de DNA

5’ 3’
ATGCTTCTGCCAGATCTGAACAGTGI TACTGAT

ATGCTTCIT GECAGATCTGAACAGT GT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGT TACTGATATTGCTT
ATGCCTTCTGCCAGATCTGAACAGTGI TACTGATAT
ATGCCTTCTGSCAGATCTGAACAGIGITACT
ATCCTTCTGECAGATCTGAACACT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTGT TACTGATATTGCT
ATGCTTCTGGCAGATCTGAACAGTIGI TACTGATATT
ATGCTTCT

ATGCTTCIT GECAGATCT
ATGCCTTCTGECAGATCTGAACAGTGI TACTGATATTCGCTT
ATGCTTCI GECAGATCTGAACAGTGIT

ATGCTTCIT GECAGAT

CELEEEETTE T e e e e e e
TACGAAGACCGT CTAGACTTGT CACAATGACTATAACGAA



Leitura da seqiiéncia de DNA

Gel:

Al G GCGAATGCGTCCHACHACGCTACAHGGT G
dl T GCGAARTGCGTCCACAACGCTACAGGT
4l GCGAARTGLCGTCCACAACGCTACAGG
Al GCGAATGCGTCCACHACGCTHCAHG
4l A GCGAATGCGTCCACAACGCTACA
4l C GCGAARTGCGTCCACAACGCTAE
4l A GCGAATGCGTCCHCHACGCTA
dl T GCGAATGCGTCCACAACGCT
4l C GCGAATGCGTCCACAHACGE

4l GCGAARTGCGTCCHCAHACG

4l C GCGAATGCGTCCAHCHAL

4l n GCGAARTGCGTCCHCHRA

4l A GCGAATGCGTCCAHCH

4 GCGAATGCGTCCAC

4l A GCGAATGCGTCCA

4 GCGAATGLCGTCC

4l C GCGRAATGLCGTE

A T GCGAATGCGT

e GCGAATGLCG

4 GCGARATGE

dl GCGHATG

e T GCGAAT
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Montagem

GCATCTTTGTEGGEGGEGTGTCGTLTCGATCGCCACCGTECCGLEGAACGLLGEEGGEC#GCTCGECAGGLT#CECARATCAGEGLTGLTGECAGCCGLEARCALLLTG
; 3 E

e _ :
GCATCTTTGTCGGC6G6TGTCTGTCGATCGCCACCE TECCOGCGAACGGLGCCBBC0HEE TCGECAGBET+CCCARATCABCEE TCGTGECAGECEEaR
GCATCTTTGTCGGCGGGTGTCGTGTEGATCGCCACCGTCCCOGEGAACGECECCEGEC*BETCGECAGGE T*CCCARATCAGCGETGGTBECAGCCECAACAGGETR
GCATCTTTGTEGE ACCGTCCCOBLOAACBALEEED

CATCTTTETE! g

GCATCTTT

2cGog 8cGAACGECgecggec*gCteGLCAGGCT#CCLARATCAGCG g T
GEﬁTETTTGTEEEEGGGTGTEGTGTEGQTEGEEﬁEEGTEEEGGEGﬂQEEEEGEEEGEE*EETEGEEﬁGGET*EEEQﬁﬂTEQGEGETEGTGEEQGEEEEQQEQEGGTG
GEﬁTETTTGTEGEEGGGTGTEGTGTEGQTEGEEﬂEEGTEEEGGEGﬂQEEEEGEEEGEExEETEGEEﬁGGET*EEEQHQT TGEEHGEEEEHQEQEGGTG

ggty
AACAGLETE

Limpeza das seqiiéncias:

remocao de seqliéncias ribossomicas,
remocao de seqiiéncias de vetor,
remocao da regiao de poliA,

corte por qualidade,

eliminacao das derrapagens




GGOGC GAATTCGRAGC TCGGT CCCGEGGARATCCTCE TAGAGTCGAC CTGCAGTTAT
20 30 <0 o0 G0

|

ggcacgagagttctcccggagacgctccgtgecgaagattatogagg tggtcg C
cCg ca gtagg aagtcataccgttaagtat
ttttgttgtcgttgttg tagagg ttttgtcaagagaaaggggoacggg
cgtac gctitatcgaggtiogtattatticitata aa gaa a
ggoaaga aa

O programa PHRED Ié o chromatograma identificando e dando uma
nota para cada base gue forma a sequéncia:

005671010912 15 20 20 30 30 354041 4566650 40 ...
Genome Research 8 (3) (1998), 175-185



Y = altura

¥ = largura

background

Cromatograma gerado pelo Sequenciador

- Aidentificac&o dos picos e feita através de uma transformada de
fourier do sinal

- A nota e ligada com a resolucao entre os picos vizinhos e a altura
do background



Analisando o cromatograma

Regiao de qualidade alta

190401-062 - Chiomas u -|0| x|
File Edt Options Help
I 4 g i # = i T i
Open Save Ewport | Print | Nest  Find ! ‘!_ IR R e
10 20 30 40 50 G0 10 g0

TAET A GOCGAMTCG & CTCGGT ACCCGGEGE HCCTCTAG LTCGA CTECHGCATGCAAGCTTGAG TAT TCTATAGTGT
T
(it | bbbl
| | | | |1 ’\ |

. \ Uﬁ

|
| W | i || l M‘Ilﬂ , LRLIV \ WA MY 1A |'| \ N
4] 0

e Picos bem definidos e grandes.
e Linha de base boa.
e Distancia entre picos anterior e posterior constante.



Analisando o cromatograma

Regiao de qualidade média — poucas ambigulidades

190401-062 - Chromas -|0| x|
File Edt Opticns Help

ﬁ@i’%*ﬂﬂ_i_i.- '
Open Save Ewport | Print | Mest  Find IR B |

380 390 400 410 420 430 440
C GCGAGCGGTAT CAGCTCACTCHA A GUGGTAATACHNGNTAT NCACAG AATCH G G ATA ACGCAGEALAC

aﬁ WA I ﬁmﬂ/\
/ il Y
I Il \’ il

e Picos razoavelmente bem definidos e de tamanho médio.
e Linha de base boa a razoavel.
e Distancia entre picos anterior e posterior razoavel.




Analisando o cromatograma

Regiao de qualidade baixa — baixa confiabilidade

190401-062 - Chiomas B =|0) x|

File Edt Options Help
=
Frint

a1 g20 830 240 850 ge0 g70
GCETGTCC AR IMGAGUCTGGACTATGTA TG AGC € ACACA GG BTTGGAE CATCA GA LT

@ W ¥

Open Save Export

Ned  Fid J_ sample: 174 high Base 340

%@@Q@m ’WMW Al

e Picos mal definidos e de tamanho pequeno.
e Linha de base confusa.
o Distancia entre picos anterior e posterior inconstante.




Analisando o cromatograma

Sequenciamento produz seqiiéncias da ordem de 500 pb

50 4
12 ]
S 40t
@
S 30T
.Té | Upto 20% or ~B0% Upto 20% ot
o 20 1-50-100 bp ~50-100 bp
= 10+ : : :
o <«—— Highly informative length —»

0 i | - | i : } | N >
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

q = —10 x log;((P)

Onde g € a nota phred e P é a probabilidade encontrar uma base
errada :

- Nota phred = 20 => 1 base errada a cada 100 (99%)
- Nota phred = 30 => 1 base errada a cada 1000 (99.9%)



PCR sequenciamento

100 - 400 ng DNA/ reacao

L — 1Kb plus

1 — PCR purificada em coluna (conc.
adequada para MegaBACE)

2 — PCR purificada em coluna (pouco
DNA para sequenciar no MegaBACE)

Gel de agarose 1%, 3ul de PCR



Novas Metodologias de Sequenciamento

Pirosequenciamer




Pirosequenciamento

Ronaghiet al., 1996, 1998.
Monitoramento em tempo real da sintese de DNA:
— Sintese com primers pela DNA polimerase;

— A‘incorporacao € monitorada pela deteccéo lumidad#eracao do PPi,
em uma reacao envolvendo a enzima Luciferase;

— Complexo com 4 Enzimas incluidas:
* FragmentcKlenow da DNAPolimeras I;
o ATP Sulfurilase;
» Luciferase;
* Apyrase.

— Os Substratos:
» Fosfosulfato de adenosina (APS);
e D-Luciferina;
O DNA molde de sequenciamento com pimmer anelado.
— Os 4 nucleotideos sao adicionados, um de cada@e®ivamente, em uma
maneira ciclica.



Sequenciamento- 454 Roche

DMA Library Preparation Sequencing by Synthesis

a &% vechnology

Adaptors [l
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Sequenciamento- 454 Roche

Blolnformatics Tools

Sequencing
u L:md}ng PicoTiterPiate device
m One bead per well

Ol
5
L NN Ry o
APS :
o Ainnewted
- | e

clomally ampitfiad Ligght + ozy Lucttenn

Pubficly available tools

® Sequencing-by-synthesis

# |ight signal proportional to incorporated
nucleotide is captured by CCD camera

B |mage and signal processing to determing
sequence and quality score




Sequenciamento 454

Ligacdo dos fragmentos a
pequenas esferas (beads), e
realizacgio de uma PCR em
emulsao, resultando em [ 10
milhdes de cépias de DNA molde
em cada bead.

gendmico é isolado,
fragmentado, ligado a adaptadores
e separado em ssDNA

Quebra da emulsao, desnaturagao
das fitas de DNA e deposi¢cao das
beads em slide de fibra ética

Pequenas Beads, com as enzimas
necessarias ao piroseqiienciamento
imobilizadas, sao depositadas em cada pogo.



Camara de fluxo

Seq UenCIa mentO 454 contendo as amostras

e as fibras oOpticas
(1,6 milndes/slide)

Bombeamento
de fluidos

Camera de

ced N\
N\

Computador

T

Um pmol de DNA numa reacadao de
pirosequenciamento produz 10moléculas
de ATP gerando mais de A06tons, com
comprimento de onda de 560 nm, em um
periodo de 3-4 segundos. Facilmente
detectado por uma camera de CCD.



Pirosequenciamento

-4 shlfurylase
ATP

light
-luciferin

@Eﬁilﬁﬂ




Pirosequenciamento

Cada base e adicionada separadamente

Sing le-siranded
DA tcmplate

} } Polimerae :
DA, + Nucleotideo . DNA.,+PRi
" .l'/ PFi ik i ATF Sulforlese 50,4 ATP
se i+APS ————— §0,+
R Sulfurylase
ATP
4 Lumferase
» Luciferase ATP + Luwtfering + Oy « AMP+ FPi = Dnileifering + C0, * Laz
A

CDD samera

Sugnal dedection

Pyragram

; GC ﬂ Ta ﬂ K : ﬂ T Misckoide added

ATACTG Huclestide secuence




Pirograma

ToAGETTTTT TARACAATCARCTTTTTGGATTARAAGTGTAGATARCTGCATAAATTAATAR
CATCACA T TAGTCTGATCAGTGAAT TTATCAATTTGTTCAATAATAGTTCCARATG

A A e

ETHARCEG




Sanger vs Pirosegquenciamento

SANGER

Depende de clonagem em
bactéria (2 semanas de
trabalho)

1 milh&o de pb em 24 horas

Reads de ~700 bp

Clones de fita dupla
permitem seqienciamento
em ambas direcOes (facilita
orientacao e montagem)

6 meses de sequenciamento,
24 horas por dia, para
sequenciar o genoma de um

fungo \

Outros tipos

Nao ha clonagem

25 milhdes de bp em 4 horas
(100x mais rapido)

Reads de ~100 bp
Fragmentos fita simples n&o

permitem sequenciamento em
ambas direcOes

24 horas para sequenciar o
genoma de um fungo

/

Conclusao : a uniao faz a forg#PN AS 103 (2006), 11240




o http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/sangerseq.htmi
o http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/cycseq.
o http://www.biomolweb . kit.net/pages html/sequencing.html




