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Genética Molecular  

INTRODUÇÃO 
 

   Agropecuária vai passar por muito mais mudanças tudo por conta da 
Biotecnologia. 
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   Engenharia Genética 
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   DNA 
  5’ ------------ 3’ 
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   Gene 

OPERON 
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   Síntese Protéica 
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  Síntese Proteica 
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   Alelo 

- Versões diferentes do mesmo GENE. 
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   Fenótipo 

Interação Alélica e Gênica Ambiente 

+ 
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   DNA Recombinante 
 

 É uma molécula de DNA formada pela ligação de duas moléculas de 

origens diferentes. 

 

  Enzimas de Restrição 

 

 DNA Ligase 

 

  Vetores de Clonagem 

 

 Transformação 

 

 Seleção  
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   Enzima de Restrição 
 
 Cliva fita dupla de DNA sempre que identificar uma seqüência 
particular de nucleotídios que seja o sítio de restrição da enzima. 

 
 Função natural: proteger o DNA bacteriano do DNA exógen 

 
 1.200 enzimas de restrição – cliva-se sequencias de 4, 5 até 8 
nucleotídeos 
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   Enzima de Restrição 
 
 Primeira Letra maiúscula= gênero 

 
Segunda e terceira letras= espécie  

 
 Letra adicional= cepa da bactéria se não for tipo selvagem 

 
 Número em algarismo romano= número da enzima descoberta.  

 
 

Ex.: a enzima EcoRI foi descoberta em Escherichia coli, cêpaRY13, e foi a 
primeira enzima de restrição identificada naquela espécie(por isto a 
designação I).  
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BamHI 



   Enzima de Restrição 
 
 
 

BamHI - Bacillus amyloliquefaciens H 

5’ G/GATCC 3’ 

 

EcoRI - Escherichia coli R 

5’ G/AATTC 3’ 

 

HaeIII - Haemophilus aegyptius 

5’ GG/CC 3’ 

 

PstI - Providencia stuartii 

5’ CTGCA/G 3’ 
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   Enzima de Restrição 
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   Vetores 
 
 
 
Pequenas moléculas circulares que replicam independentemente do 
DNA cromossômico 

 
  Produzem-se bactérias ou leveduras transgênicas que contêm o 
gene desejado, deixando -as depois multiplicarem -se, o que nos 
permite obter grandes quantidades dos genes pretendidos. 
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   Vetores 
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Vetores Hospedeiros Utilização 

Plasmídeos 

Bacteriófagos 

Bactérias/leveduras Clonagem 



   Vetores - Plasmídeos 
 

 
 Segmentos de material genético extracromossomico capazes de 
replicação autônoma na célula; 

 
 Presentes em bactérias, vírus, leveduras, protozoários e plantas; 

 
 Habilidade de se transferir fisicamente de uma célula para outra. 
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   Vetores - Plasmídeos 
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pUS974
4039 pb

rCanamicina

M T19

oriM

hsp60

RBS

oriE

HindIII

XbaI



   Vetores - Plasmídeos 
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pTarget
5670 bp

rNeomicina

rAmpicilina

Intron

Poly A

Promotor CMV

BamHI (1257)

EcoRI (1251)

EcoRI (1319)

HindIII (1326)



   Vetores - Plasmídeos 
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   Vetores - Bacteriófagos 
 

 
 Parasita bacteriano. 

 
 Só se reproduz dentro de uma bactéria. 

 
 Usam os ribossomos, fatores de síntese de proteínas, aminoácidos e 
sistemas produtores de energia da célula hospedeira. 

 
 

 
 

 

Genética Molecular  

DNA RECOMBINANTE 
 



   Vetores – Bacteriófagos 
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Virulento 
 
 Temperado 



   Construção DNA Recombinante 
 

 

 
 

 
 

Genética Molecular  

DNA RECOMBINANTE 
 



   Preparação do plasmídeo 
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   Ligação do inserto ao plasmídeo 
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   Ligação do inserto ao plasmídeo 
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   Eletroporação 
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   Seleção dos clones 
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   Clonagem Molecular 
 
 É o isolamento e a propagação em um organismo de 
moléculas idênticas de DNA 

 

 Vacinas recombinantes 

 Animais transgênicos 

 Plantas transgênicas 
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   Clonagem Molecular 
 
 Vacinas recombinantes 

 

 Vacina cinomose - recombitek® (merial) 

  Vacina hepatite b (butantan) 

  Vacina Inluenza A (h1N1)  

  Vacina BCG 
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   Clonagem Molecular 
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   Clonagem Molecular 
 
 Animais Transgênicos 

 

 Animais com genoma modificado – introdução de genes de 

outras espécies no núcleo de um óvulo fecundado 
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   Clonagem Molecular 
 
 Animais Transgênicos 

 

  Pesquisas  - animais que desenvolvem doenças humanas 

(diabetes, obesidade) 

 Xenotransplantes – suínos P33 

 Produção de proteínas 

 Animais como “biorreatores” 
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   Clonagem Molecular 
 
 Animais Transgênicos 
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   Clonagem Molecular 
 
 Plantas Transgênicas 
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   PCR 
 
Outubro de 1985 (idéia em 1983) 
criado por Kary B. Mullis  

 
 
 Conceito: Replicação sequencial do DNA in vitro 

 
 
Objetivos: 

 Clonagem de Genes 
 Identificação de Mutação 
 Diagnóstico de Doenças 
 Controle de Qualidade 
 Taxonomia 
 Medicina forense 
 Variabilidade Genética 
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   Variações da reação de PCR 
 
 
RT-PCR (Transcriptase reversa): Expressão Gênica 

 
Multiplex PCR: Sexagem embriões 

 
Nested PCR: Aumento sensibilidade e especificidade 

 
Hot-Start PCR: Amplificação inespecífica 

 
PCR em Tempo Real: Visualização do aumento da quantidade 

 
Nested Supression PCR (NSP): Sequências desconhecidas 
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   PCR 
 
Componentes: DNA/RNA, Polimerase, Tampão, MgCl2, dNTPS, 
Primers. 
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   PCR 
 
Componentes: DNA/RNA, Polimerase, Tampão, MgCl2, dNTPS, 
Primers. 

 
 

Mg2+ 

dCTP 

dTTP 

dGTP 

dATP 

DNA 

polimerase 

Primer 
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   Coleta de Material 
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   Extração de DNA 
 

     1 – Preparo do material 

     2 – Lise 

     3 – Purificação 

     4 – Precipitação 

     5 – hidratação  
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  M1       M1       N1        N1        M2       M2       N2        N2        M3       M3       N3       N3       Marc  

Genética Molecular  

PCR 
 



 DNA Polimerase: Taq 
 

 

Thermus aquaticus 

Polimerização: 5’---> 3’ 

Proteína de 94 kDa 
Temperatura ótima: 75 a 80oC 
Termoestabilidade limitada 
Ausência de função de edição 3’---> 5’ 
 Exonuclese 3’ ---> 5  
 Exonuclese 5’ ---> 3  

 

Lago do  “Yellowstone National Park” 
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 DNA Polimerase: Taq 
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   Desenho de Primers 
 
Tamanho: 15 a 30pb  

 
Concentração de CG: 40-50% 

 
Reduzida regiões de dímeros e hairpins 

 
Temperatura de Anelamento: em torno de 55°C 

 
 
 
 

 
 Tanel = Tm – 4°C 

Tm = 4(G+C)+ 2 (A+T)°C 
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   Tipos de Primers 
 
Primers forward e reverse 

 
Primers Universais: Múltiplos Produtos 

 
Primers Semi-Universais: Subgrupos 

 
Primers Degenerados: Sequência difíceis de serem alinhadas 

ATCGATGGGATACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA 

 ATCGATATGATACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA 

ATCGATGGGATACCCATCGAGTTAGCTAGCATGCGCGATA 

ATCGATGGGATACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA 

 

ATCGATGGGATACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA 

ATCGATGGGATACCCATCTAGTTAGCTAGCCGATGCGATA 

ATCGATGGGATACCCATCTAGTTAGCTAGCCGATGCGATA 

ATCGATGGGATACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA 

 

TATGGGTAGCTCAATCG 
TGGGTAGCTCAATCGAT 

TGGGTAGATCAATCGAT 
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   Busca da região codificante 
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   PCR 
 
Ciclo da reação 

 
 

1- Desnaturação 

 

 

 

 

2- Anelamento 

 

 

 

 

 

3 - Extensão 

 

94 - 95°C 

 

 

 

 

50 – 65°C 

 

 

 

 

 

72°C 

 

Genética Molecular  

PCR 
 



   PCR 
 
Ciclo da reação 
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   PCR 
 
Repetição do ciclo 
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  Volume da Reação 
 

Vol. (µl)/tubo Vol. (µl)/6 tubos 

H2Odd 17,7 106,2 

10x Buffer 2,5 15,0 

Mgcl2 1,5 9,0 

dNTPs 0,5 3,0 

Primer 1,0 6,0 

Taq® 0,8 4,8 

DNA/ H2Odd 1,0 6,0 

Total 25,0 150,0 
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 Tempo da Reação 
 

Temperatura (°C) Tempo 

Desnaturação inicial 94 5’ 

Desnaturação 94 30’’ 

Anelamento 56 60’’ 

Extensão 72 3’ 

Extensão final 72 7’ 

Em espera 15 - 

Ciclos: 35x 
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   Eletroforese em gel de agarose 
 

   1     2       3        4       5          6        7        8         9        10       11       12      13     14   Marc1  Marc2      

Genética Molecular  

PCR 
 



MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS 

FACULDADE DE AGRONOMIA ELISEU MACIEL 
DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ZOOTECNIA 
 
 

ELETROFORESE 

RAFAEL ALDRIGHI TAVARES 

LABORATÓRIO DE ENGENHARIA GENÉTICA ANIMAL 

 



 Técnica de separação de moléculas através de migração devido a um 
diferencial de potencial. 

 
  Tamanho, formato, pH, carga 

 
 Normalmente separar proteínas, DNA, RNA 

 
 Eletroforese em Gel 

 
  Eletroforese Capilar 
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 Gel de Agarose 
 
 Polissacarídeo extraído de alga marinha 

 
 concentração 0,5 a 2% 

 
 Fácil de preparar 

 
 Não – tóxico 

 
 Baixa resolução 

 
 Voltagem 

 
 Horizontal 
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Gel de Agarose 

Componentes e equipamentos 

 

-Agarose 
-Tampão 

- Corante de DNA 
-Buffer 

-DNA/Marcador 
-UV 
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 Gel de Poliacrilamida 
 
 Polímero de ligação cruzada de acrilamida e bisacrilamida 

 
 concentração 3,5 a 20% 

 
 Difícil de preparar 

 
 Tóxico - Acrilamida 

 
 Alta resolução 

 
 Vertical 

 
 Desnaturante 
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Gel de Poliacrilamida 

Componentes e equipamentos 

 

- Acrilamida 
-  Bisacrilamida 

-Tampão 
- Corante de DNA 

-Buffer 
-DNA/Marcador 
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Gel de Poliacrilamida Desnaturante 

 Separação em fita simples 

 Uréia 

 Desnaturação 94° 
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Gel de SDS (SDS-PAGE) 

 Poliacrilamida com sulfato dodecil de sódio 

 Proteínas 

Tamanho 
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Gel Bidimensional 

 Poliacrilamida 

 Proteínas 

Massa molecular - Tamanho 

 Ponto isoelétrico – pH 

 8.000 proteinas 
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Eletroforese Capilar 

 Migração em alta velocidade 

  Diminuição do efeito joule 

 Grande Resolução 

 Pouco volume de amostra 

 Sequenciamento 
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Eletroforese Capilar 
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Eletroforese Capilar  
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 Característica que é capaz de detectar diferenças entre dois ou mais 
indivíduos ou organismos. 

 
  capaz de diferenciar os progenitores. 
 reproduzido com precisão na progênie. 

 
 Marcador genético (ou locus marcador) serve para identificar um local 
ou uma região de um cromossomo. 

 
alto nível de polimorfismo. 
estabilidade em diferentes ambientes. 
detectar grande número de loci não ligados. 
de herança simples. 
 Codominante 

 

Genética Molecular  

MARCADORES GENÉTICOS 
 



Genética Molecular  

MARCADORES GENÉTICOS 
 

 Dominantes 
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 codominantes 
 



 Tipos de Marcadores Genéticos 
 
 Marcadores Morfológicos 

 
  Marcadores Moleculares 

 
 Bioquímicos 
  Baseados em restrição e hibridação do DNA 
  Baseados em amplificação do DNA 
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 Marcadores Morfológicos 
 
 Genes associados a caracteres morfológicos, onde 

características fenotípicas de variação discreta são utilizadas 

como marcadores morfológicos. 

 

 Fenótipos de fácil identificação visual. 

 

  Identificado somente após a expressão do fenótipo. 

 

 Difícil associação de um fenótipo a uma característica 

quantitativa (QT) 
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 Marcadores Moleculares 
 
 Pontos de referência nos cromossomos. 

 
 Todo e qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene 
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento 
específico de DNA (correspondentemente a regiões expressas ou 
não do genoma) 

 
  Necessita de DNA e tecnologia mais avança (Eletroforese, PCR) 
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 Marcadores Moleculares - Bioquímicos 
 
 Isoenzimas 

 
 Definidas como diferentes formas moleculares variantes) de 
uma mesma enzima, apresentando função idêntica ou similar, 
presente num mesmo indivíduo. 

 
 Presença de mais de um gene codificando cada uma das 
enzimas 

 
 Diferenças na mobilidade de isoenzimas em um campo 
elétrico são resultantes de diferenças ao nível de sequências 
de DNA que codificam tais enzimas. 
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 Marcadores Moleculares - Bioquímicos 
 
 Isoenzimas 

 
 Detecção  
   

 Extração de proteínas do tecido vegetal. 
  

 Separação destas proteínas através de eletroforese.  
  

 Coloração histoquímica do gel. 
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 Marcadores Moleculares - Bioquímicos 
 
 Isoenzimas 
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 Marcadores Moleculares - Restrição e hibridação  
 
 RFLPs - Restriction Fragment Length Polymorphism 

 
 Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição 

 
 Enzimas de restrição. 

 
 As variações nos nucleotídeos do DNA devido a mutação, 
deleção, inserção e inversão, podem ser detectadas se 
ocorrerem num sítio de corte das enzimas de restrição. 

 
 Clonagem de genes e mapeamento de QTLs 

 
 Elevado custo e o tempo 
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 Marcadores Moleculares - Restrição e hibridação  
 
 RFLPs 

 
 Detecção  
   

 Extração de DNA. 
  

 Digestão.  
  

 Eletroforese. 
 
 Desnaturação. 

 
 Shouthern blot (Sonda). 

 
 Hibridização. 

 
 Autoradiografia. 
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 Marcadores Moleculares - Restrição e hibridação  
 
 RFLPs 
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 Marcadores Moleculares - Restrição e hibridação  
 
 RFLPs 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA 

 
 Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso. 

 
 PCR. 

 
 Primers arbritários  e  curtos. 

 
 Sem conhecimento prévio do produto. 

 
 Mutação de ponto no sítio de pareamento do primer. 

 
 Simples, rápida e de baixo custo. 

 
 Dominante 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA 

 
 
 

 
 
 

  
  

 

Genética Molecular  

MARCADORES GENÉTICOS 
 



 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

 
 
 Polimorfismos de comprimento de fragmentos 
amplificados. 

 
 Restrição por enzima e PCR. 

 
 Alta especificidade e resolução. 

 
 Dominante. 

 
  Elevado custo e mão de obra. 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 Microssatélites 

 
 repetições curtas em tandem (STR - 'Short Tandem Repeat') 

 
codominante. 

 
 Alto grau de informação de polimorfismo por locus gênico. 

 
Distribuição aleatória por todo o genoma podendo estar 
associado a regiões expressas. 

 
 Alta conservação entre espécies relacionadas. 

 
 Dependentes de pouca quantidade de DNA na amostra. 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 Microssatélites 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 Microssatélites  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Também são classificados conforme a unidade repetida em: 
mononucleotídica (A)n; dinucleotídica (AT)n; trinucleotídica (ATG)n; 
Tetranucleotídica (ATGA)n; Pentanucleotídica (ATGC)n; e 
hexanucleotídica (ATGCT)n 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 Microssatélites  

 
Multialélico 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 SNPs  

 
Polimorfismo de nucleotídeo simples 

 
 Alteração de uma única base 

 
 1% da população 

 
 Bi-alélica 

 
 regiões expressas ou não-expressas 

 
 Genética de populações, filogenia, mapas genéticos 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 SNPs  
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 SNPs 

 
 Sequenciamento 
 Bioinformática 
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 Marcadores Moleculares - Amplificação 
 
 SNPs 
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   Conceitue: 
 
 PCR 

 
 DNA Polimerase 

 
 Inicializadores (Primers) 

 
  dNTPS 

 
 DNA Template 

 
  Descreva o ciclo da reação da PCR (Etapas e Temperaturas) 

 
 Como é realizado a verificação do produto da PCR? 

 
  Objetivos da técnica de PCR? 

Genética Molecular  
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