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• Mitocôndria –  organelo celular, encontrado em células 

eucariotas.

• Possui o seu próprio genoma – ADN mitocondrial.

Introdução

❖ Região Controlo (CR ou D-Loop): 

❖ Região Codificante (codR): 

(A) Mitocôndria. (B) Estrutura do ADN 
mitocondrial. (C) Região Controlo, com 
regiões hipervariáveis (HVI, HVII e HVIII). 
Criado em BioRender
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Genoma Mitocondrial
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VANTAGEM: Quantidade de ADNmt > Quantidade de ADNn 
DESVANTAGEM: Elemento não individualizante

Ausência de 

Recombinação

Elevada Taxa 

de Mutação



Identificação ou 
vinculação de indivíduos 

a cenas de crimes

(cabelos)
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Cadáveres sem

ADN nuclear
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Haste

Bulbo

ADN Mitocondrial é 
o único meio de 
prova genético.

Aplicações do ADNmt
GENÉTICA FORENSE



Sequenciação Massiva em Paralelo 
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(MPS) – sequenciação de segunda geração

❖ Sequenciação do Genoma 

Mitocondrial completo

❖ Análise de múltiplas amostras 

biológicas em simultâneo

SEQUENCIAÇÃO DE SANGER 

(SS) – sequenciação de primeira 

geração



Objetivos

I M P L E M E N T A Ç Ã O  D A  S E Q U E N C I A Ç Ã O  
M A S S I V A  E M  P A R A L E L O  ( M P S )

• Val idação da MPS

• Região Contro lo:  Sanger  VS MPS
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A  s e q u e n c i a ç ã o  t o t a l  d o  m i t o g e n o m a ,  c o m  M P S ,  v a i  p e r m i t i r  
r e s u l t a d o s  d e  h a p l ó t i p o s  m a i s  c o m p l e t o s  e  d e f i n i ç ã o  d e  

h a p l o g r u p o s  m a i s  p r e c i s o s .
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e P C R

Chip
Ion  Sphere  Par t i cu le  

( ISP)
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❖ Carregamento  do  ch ip  =  91%

❖ Sequênc ias  u t i l i záve i s  =  18%

❖ G rande  var i ação  en t re  o  número  de  

le i tu ras  de  cada  amos t ra .

▪ Amost ras ,  𝐶𝑓 = 0 . 3  𝑛 𝑔 / 𝜇 𝐿

▪ Bib l i o tecas ,  𝐶𝑓 = 3 0 𝜌 𝑀  𝑉𝑓 = 2 5 𝜇 𝐿
➢ Excesso  de  ADN mi tocondr ia l
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❖ Carregamento  do  ch ip  =  89%

❖ Sequênc ias  u t i l i záve i s  =  32%

▪ Amost ras ,  𝐶𝑓 = 0 . 1  𝑛 𝑔 / 𝜇 𝐿

▪ Bib l i o tecas ,  𝐶𝑓 = 2 0 𝜌 𝑀  𝑉𝑓 = 5 0 𝜇 𝐿

➢ Aumento  de  sequênc ias  u t i l i záve i s

➢ Equ i l í b r io  no  compr imento  de  le i tu ras
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BIBLIOTECA AMOSTRA MÉTODO HAPLOGRUPO HAPLÓTIPO

Biblioteca      

Barcode 1-8

GENPOP8939
Sanger HV14 16519C 263G 309.1C 315.1C 480C

MPS H 16519C 263G 309.1C 315.1C 480C

GENPOP8941
Sanger R0 16519C 263G 315.1C

MPS H 16519C 263G 315.1C

GENPOP8942
Sanger L3f1b1a1 16129A 16209C 16223T 16292T 16295T 16311C 16519C 73G 189G 200G 263G 272G 309.1C 315.1C

MPS L3f1b1a1 16129A 16209C 16223T 16292T 16295T 16311C 16519C 73G 189G 200G 263G 272G 309.1C 315.1C

GENPOP8943
Sanger U4c1 16179T 16356C 16519C 73G 150T 195C 263G 315.1C 499A 524.1A 524.2C

MPS U4c1 16179T 16356C 16519C 73G 150T 195C 263G 315.1C 499A 524.AC

GENPOP8944
Sanger R0 16519C 263G 315.1C

MPS H 16519C 263G 315.1C

GENPOP8945
Sanger R0a+60.1T 16126C 16362C 60.1T 64T 263G 315.1C 451G

MPS R0a 16126C 16362C 60.1T 64T 263G 309c 315.1C 451G

GENPOP8946
Sanger T2b 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

MPS T2b 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C

GENPOP8947
Sanger HV0 16093C 16298C 72C 263G 309.1C 315.1C

MPS V14 16093C 16298C 72C 263G 309.1C 315.1C

❖ Resultados da Região Controlo no MPS é compat ível  com a 

sequenciação de Sanger.  
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AMOSTRA MÉTODO HAPLOGRUPO HAPLÓTIPO

GENPOP8919

Sanger HV 16311C 16519C 150T 263G 315.1C

MPS H1e1a1 16311C 16519C 146Y 150T 263G 315.1C

❖ Sanger –  não deteta nada na posição 146

❖MPS –  subst i tu ição na posição 146Y

• Nesta posição pode ter um nucleótido T ou C.
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Com este estudo:

❖MPS foi  val idada –  casos forenses

❖ Haplót ipos determinados foram 

coincidentes  entre SS e MPS.

❖MPS el imina a ut i l ização de lasers,  

scanners,  câmaras de deteção e 

nucleot ídeos modif icados .
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