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Introducao

Mitocondria — organelo celular, encontrado em células
eucariotas.

« Possuioseu proprio genoma — ADN mitocondrial.

Regiao Controlo (CR ou D-Loop):

Regiao Codificante (codR):

(A) Mitocébndria. (B) Estrutura do ADN '
" o ) Resultados e mitocondrial. (C) Regido Controlo, com
Introdugao Objetivos Metodologia DisCUSSA0 regides hipervariaveis (HVI, HVII e HVII). 2
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Genoma Mitocondrial

D

Auséncia de Elevado n° Transmissao Elevada Taxa

Recombinacao de cdpias Materna de Mutacgao

_ VANTAGEM: Quantidade de ADNmt > Quantidade de ADNN
DESVANTAGEM: Elemento nao individualizante
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Aplicacoes do ADNmt

GENETICA FORENSE

Identificacao ou Cadaveres sem
vinculacao de individuos ADN Mitocondrial é
a cenas de crimes ADN nuclear o Unico meio de

{ B elod) prova genético.

RSN
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Sequenciacao Massiva em Paralelo

(MPS) - sequenciacao de segunda geracao

% Sequenciacao do Genoma
SEQUENCIACAO DE SANGER

Mitocondrial completo
(SS) — sequenciacao de primeira
geracao
B

¢ Analise de multiplas amostras
bioldgicas em simultaneo

‘
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Objetivos

IMPLEMENTACAO DA SEQUENCIACADO
MASSIVA EM PARALELO (MPS)

Validacao da MPS
Regiao Controlo: Sanger VS MPS

A sequenciacao total do mitogenoma, com MPS, vai permitir
resultados de haplétipos mais completos e definicao de
haplogrupos mais precisos.
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WMetodologia

Analyze Data
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WMetodologia

Genomic DNA Construct Library Prepare Template Massively Parallel Analyze Data
Sequencing
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WMetodologia
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Construct Library Prepare Template Massively Parallel Analyze Data

Sequencing
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Genomic DNA

WMetodologia

Construct library Prapare template Massively parallel
sequencing
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Analyze data

o AN
lon Sphere Particule
(ISP)
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DNA on the ISP

ISP in a Well

Genomic DNA Construct Library Prepare Template Massively Parallel Analyze Data
Sequencing
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WMetodologia

Genomic DNA Construct ibrary Prepare template Massively parallel
sequencing
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Resultados e Discussao

837 M 111 6,088,818 138 bp 129 bp 127 bp .
: ) 4 (o)
Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode C arre g amen t o) d OC h I p i 9 1 A)

Read Length

Usable Reads S e q u é nc | as u tI | iZ é ve | s = 1 8 %

ISP Summary

91% ERIEELAGEE

‘ Grande variacao entre o numero de

100% [EZFEELR:DE]

Earicnmene e leituras de cada amostra.

49% [RERITEETS

Clonal

36% ELLERE
Final Library

Amostras, Cr = 0.3 ng/ulL

Bibliotecas, C, = 30pM V, = 25ul
Excesso de ADN mitocondrial f p ¥ H
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Resultados e Discussao

114 .65 i 124 bp 126 bp 127 bp

Key Signal To S Mean Median Mode

Read Length

ISP Summary

et e
radang Pty el

Carregamento do chip = 89%

Sequéncias utilizaveis = 32%

Amostras, Cr = 0.1 ng/ulL

Bibliotecas, C(yf = 20pM Vy; =50ulL

Aumento de sequéncias utilizaveis

Equilibrio no comprimento de leituras
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Resultados e Discussao

BIBLIOTECA AMOSTRA METODO HAPLOGRUPO HAPLOTIPO
HV 14
CENPOPES3 g 16519C 263G 309.1C  315.1C  480C
s | W lesiec 2636 309.4C  3151C  480C
sanger | RO |
CENPOPE9AT g 16519C 263G 315.1C
wps | H  lestec 2636 3151C
CEnpOPES2 L3f1b1a1 16129A 16209C  16223T 16292T 162957 16311C  16519C 2006 263G 272G 309.1C
_ L3f1b1a1 16129A 16209C 16223T 16292T 16295T 16311C  16519C 200G 263G 272G 309.1C
Sanger | uact  le17eT 16356C  16519C  73G 150T 195C 263G : 5241A  524.2C
GENPOP8943
Biblioteca wps | u4et  le7er 16356C  16519C 736 150T  195C 263G . 524 AC
SEETEE I Sanger | RO liest9c 263G 315.1C
GENPOP8944
165190 2636 3151C
R0a+60.1T 16126C 16362C  60.1T 64T 263G 315.1C
16362C  60.1T 64T 263G 309¢
—
CENPOPESAG g 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C  73G
llllllllllllllﬁﬂlllll 16294T 16296T 16304C  16519C  73G
CENPOPE94T g 16298C 72C 263G 300.1C  315.1C
16093C 16298C  72C 263G 309.1C  315.1C

GENPOP8945

Resultados da Regiao Controlo no MPS € compativel com a

sequenciacao de Sanger.
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Resultados e Discussao

AMOSTRA METODO HAPLOGRUPO HAPLOTIPO

GENPOP8919

Sanger — nao deteta nada na posicao 146

MPS — substituicao na posicao 146Y

Nesta posicao pode ter um nucledtido T ou C.

Variant Frequency ©

146Y | 21.56
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@ Conclusao

Com este estudo:
MPS foi validada — casos forenses

Haplotipos determinados foram

coincidentes entre SS e MPS.

MPS elimina a utilizacao de lasers,

scanners, camaras de detecao e

nucleotideos modificados. ,
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