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Genética Molecular
INTRODUCAO

v' Agropecudria vai passar por muito mais mudancas tudo por conta da
Biotecnologia.
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v Sintese Proteica
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v" Fendtipo

Interacao Alélica e Génica Ambiente
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v DNA Recombinante

v' E uma molécula de DNA formada pela ligacdo de duas moléculas de

origens diferentes.

v Enzimas de Restricdo

v DNA Ligase

v’ Vetores de Clonagem

v’ Transformacao

v’ Selecdo
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v" Enzima de Restricdo

v’ Cliva fita dupla de DNA sempre que identificar uma sequéncia
particular de nucleotidios que seja o sitio de restricdo da enzima.

v’ Fungéo natural: proteger o DNA bacteriano do DNA exdgen

v 1.200 enzimas de restricdo — cliva-se sequencias de 4, 5 até 8

nucleotideos NJ/

~.. Viral
DNA

f"" (,
EcoRV EcoRV
nuclease methylase
CHs =
!
Gﬁa CH3

Bacterial genome
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v" Enzima de Restricdo
v’ Primeira Letra maitscula= género

v'Segunda e terceira letras= espécie

v’ Letra adicional= cepa da bactéria se n3o for tipo selvagem
v Nimero em algarismo romano= niumero da enzima descoberta.
Ex.: a enzima EcoRl foi descoberta em Escherichia coli, cépaRY13, e foi a

primeira enzima de restrigdo identificada naquela espécie(por isto a
designacgdo |).
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v" Enzima de Restricdo

v'BamHI - Bacillus amyloliquefaciens H
5’ G/GATCC 3’

v'EcoRlI - Escherichia coli R
5’ G/AATTC 3’

v'Haelll - Haemophilus aegyptius
5 GG/CC 3’

v'Pstl - Providencia stuartii
5’ CTGCA/G 3’
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v" Enzima de Restricdo

A, Corteassimétrico B. Corte simétrico
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Enzima de Raeefriedo
Acdo da EcoR1

A enzima corta as duas Dk exdgeno
fita= do DA no mesmo sitio.

O fragmento de DR,
pode =e ligar ao outra,
com pontas adesivas.
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WM
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v" Vetores

v'Pequenas moléculas circulares que replicam independentemente do
DNA cromossdémico

v" Produzem-se bactérias ou leveduras transgénicas que contém o
gene desejado, deixando -as depois multiplicarem -se, o que nos
permite obter grandes quantidades dos genes pretendidos.

po el

pLSG-IBA

Q (insect cells)
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v" Vetores

Vetores Hospedeiros Utilizacao
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Vetores - Plasmideos

v Segmentos de material genético extracromossomico capazes de
replicacdo autébnoma na célula;

v’ Presentes em bactérias, virus, leveduras, protozoarios e plantas;

v’ Habilidade de se transferir fisicamente de uma célula para outra.

frlasmid DA

Bacterial cell

o

3 Upercoiled backerial Chromosams
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v’ Vetores - Plasmideos
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v’ Vetores - Plasmideos

. Promotor CMV
rAmpicilina

Intron
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v’ Vetores - Plasmideos
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v Vetores - Bacteriéfagos

v Parasita bacteriano.

v’ S6 se reproduz dentro de uma bactéria.

v' Usam os ribossomos, fatores de sintese de proteinas, aminoacidos e
sistemas produtores de energia da célula hospedeira.

(a) A T-even bacteriophage

Copyright € 2004 Pearson ion, Inc., ing as Benjamin C
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v Vetores — Bacteriéfagos

E. coli outer membrane

v'Virulento

v’ Temperado

Virus DNA —=
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v' Construcdo DNA Recombinante
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v' Preparacgdo do plasmideo

linear plasrmid DIMA
. molecule with cohesive ends
gircular plasmi

DNA molecule A
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v’ Ligag¢do do inserto ao plasmideo

PLASMID
STICKY ENDS
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v’ Ligag¢do do inserto ao plasmideo

PLASMID
STICKY ENDS
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v Eletroporacgdo
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v" Clonagem Molecular

v Eoisolamento e a propagacao em um organismo de
moléculas idénticas de DNA

» Vacinas recombinantes
» Animais transgénicos

» Plantas transgénicas
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v" Clonagem Molecular

v’ Vacinas recombinantes

> Vacina cinomose - recombitek® (merial)
» Vacina hepatite b (butantan)
» Vacina Inluenza A (h1N1)

> Vacina BCG




Milhoes de Diabéticos necessitam de
Iinsulina para sobreviver
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Embalagem e Uso pélos
Extracao Purificagao distribuicao diabéticos
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v" Clonagem Molecular

v Animais Transgénicos

» Animais com genoma modificado — introducdo de genes de

outras espécies no nucleo de um dvulo fecundado

»0bjetivo: expressdo do gene exdgeno no hospedeiro

-
—
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v" Clonagem Molecular

v Animais Transgénicos

» Pesquisas - animais que desenvolvem doengas humanas
(diabetes, obesidade)

» Xenotransplantes — suinos P33

» Producdo de proteinas

» Animais como “biorreatores”




EXPRESSAO DE BIOMOLECULAS
EM ANIMAIS TRANSGENICOS
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v" Clonagem Molecular

v Animais Transgénicos
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DNA RECOMBINANTE

v" Clonagem Molecular

v’ Plantas Transgénicas
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Reacdo em Cadeia da Polimerase
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v" PCR

v'Outubro de 1985 (idéia em 1983)
v'criado por Kary B. Mullis

v’ Conceito: Replicacdo sequencial do DNA in vitro

v Objetivos:
v’ Clonagem de Genes
v’ Identificacdo de Mutagéo
v’ Diagndstico de Doencas
v’ Controle de Qualidade
v’ Taxonomia
v’ Medicina forense
v’ Variabilidade Genética
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v Variacdes da reacdo de PCR

v'RT-PCR (Transcriptase reversa): Expressdo Génica

v'Multiplex PCR: Sexagem embrides

v'Nested PCR: Aumento sensibilidade e especificidade
v'Hot-Start PCR: Amplificacdo inespecifica

v'PCR em Tempo Real: Visualizacdo do aumento da quantidade

v'Nested Supression PCR (NSP): Sequéncias desconhecidas
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v" PCR

v'"Componentes: DNA/RNA, Polimerase, Tamp3o, MgCl, dNTPS,
Primers.
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v" PCR

v'"Componentes: DNA/RNA, Polimerase, Tamp3o, MgCl, dNTPS,

Primers.
DNA
2+ - ,
Mg polimerase
dCTP
dGTP N
dTTP N Primer
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v" Coleta de Material

AcrediteSeQuiser.NET
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v Extracdo de DNA

1 — Preparo do material
2 — Lise

3 — Purificacao
4 — Precipitacao
5 — hidratacéo
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v DNA Polimerase: Taq

v'Thermus aquaticus

v'Polimerizacéo: 5’---> 3’
v'Proteina de 94 kDa
v'Temperatura 6tima: 75 a 80°C
v'Termoestabilidade limitada
v'Auséncia de funcdo de edicdo 3’---> 5’
v Exonuclese 3’ --->5
v Exonuclese 5’ ---> 3

Lago do “Yellowstone National Park” * Za
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v DNA Polimerase: Taq

Local de hidrolise
atividade de
exonuclease 3'—+ 5 L_T... A —

h—.T...A—
3 HO A —

Figura 31.24 Aclo de exonuclease 3'—5’
da DNA polimerase L

Local de higrdlise
atvidade de nucleass 5'— 3’ T A=t
\ R e Sanatat
poe T4 4 Ay
LT.. A
,._.T...A—-
BT - S
¥ 5

Agdo de nuclease 5°—3" da
DNA polimerase 1.
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v Desenho de Primers

v'Tamanho: 15 a 30pb

v'Concentracdo de CG: 40-50%
v'Reduzida regides de dimeros e hairpins

v'Temperatura de Anelamento: em torno de 55°C

Hairpin Dimer
TaneI =Tm —4°C 3 GGGAAA™ forwsard primer
Tm = 4(G+C)+ 2 (A+T)°C i 5 TATCTAGGACCTTAARAGES 3

5 TATCTAGGACCTTAS R
T CATECARACGTAGSAGAC &

; MESVErTE Armer
3 GGGAA

W R
5 TATCTAGGACCTTA-S
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v’ Tipos de Primers
v'Primers forward e reverse
v'Primers Universais: Multiplos Produtos
v'Primers Semi-Universais: Subgrupos

v'Primers Degenerados: Sequéncia dificeis de serem alinhadas

ATCGATGG(
ATCGATATG
ATCGATGG(
ATCGATGG(

5ATACCCATCGAGTTAGUTAGCCGATGCGATA
ATACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA
5ATACCCATCGAGTTAGUTAGCATGCGCGATA

SATACCCATCGAGTTAGATAGCCGATGCGATA | GGGTAGATCAATCGAT

TGGGTAGCTCAATCGAT

TATGGGTAGCTCAATCG
ATCGATGGGAJTACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA

ATCGATGGGAJTACCCATCTAGTTAGCTAGCCGATGCGATA
ATCGATGGGAJTACCCATCTAGTTAGCTAGCCGATGCGATA
ATCGATGGGAJTACCCATCGAGTTAGCTAGCCGATGCGATA
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v Busca da regido codificante
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1 CTCCTGCTGT CGGTTGTGTSG TTTGGGECGTC TCCTCTCLGS AGATCACAGA CALGCCAGCGT TTGTTCTCCL
GAGGACGACH GCOCALACACAC AAACCCGZAG AGGAGAGTCG TCTAGTGTCT GTCGGETCGCRLA AACAAGAGGT
=t
101 TTGCAGTCAL CAGRAGTCACG CACCTGCACC TGCTCGCCCR GAGRCTCTTC TCGGACTTTG AGAGCTCTCT GCAGACGGAG GAGCAACGTC AGCTCRACRL
LACGTCAGTT GTCTCAGTGC GTGGACGTGG ACGLGCGGGT CTCTGAGARG AGCCTGLALC TCTCGAGLGER CGTCTGCCTC CTCGTTGCAG TCGAGTTGTT
F=tl
RULUITLELELELEET T ELT T
201  AATCTTCCTG CRAGGACTTCT GCAACTCTGAL TTACATCATC AGCCCGATCG ACAALCACGR GACGCAGCGC RGCTCGGTCC TGALGCTGCT GTCEATCTCC
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BiONEER

ISO 9000 :2001 Certified

Bloneér Oligo Synthesls Report

D?. Heden Luiz
Lot Number : 061201-33

"~ GSP1-PRL-OB

GCT TGG TCT TTG TCA TTG GGC GTC TGT AG

MALDI-TOF QC

Optical Density 3.0 OD Purification Bio-RP

Total nmole 10.3 nmole Modification None §
Scale 0.025 umoles GC content 51.7 % i
Length 29 mer Molecular Weight 8952.6 g/mole i
™m 67.8 C Volume for 103.0 ul

100 pmoles/ul

"Br. Heden L
Let Number : #78528-79%
PRLPR-ext6

GTC TTT GTC ATT GGG CGT CTG TAG CGA GGA

MALDI -TOF QC

Optical Density 3.0 oD Purification Bio-RP
Total mmole 9.5 nmole Modification None -
Scale 0.025 umocles GC content 53.3 % ;
Length 30 mer Molecular Weight 9299.8 g/mole S
Tm 70.5 C volume for 95.0 ul

100 pmoles/ul
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v" PCR

v'Ciclo da reacdo
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v" PCR

v'Ciclo da reacdo

Anelamento
A com "PRIMERS"
(34°C)
Desnaturacio Extensao
do DA com Folimerase

(34°C) [ F2°C)
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v" PCR

v'Repeticdo do ciclo

oy
=
E;
o

wanted gene

= 3thcycle

/\

= { 2ndcycle

A
A A

Isteyele e = 35th cyele
template DNA < {’_:
2= i_ <
e e =< .
4 copics Bcopies |6 copies 32 copies 2 =68 hillion copies

{Andy Vierstracte 199%)
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v" Volume da Reacdo

Vol. (uh)/tubo Vol. (ul)/6 tubos

10x Buffer 2,5 15,0

dNTPs 0,5 3,0

Taqg® 0,8 4,8

Total 25,0 150,0




Genética Molecular
PCR

v’ Tempo da Reacdo

Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacéo inicial 94 5
Desnaturacao 94 30”
Anelamento 56 60"
Extenséo 72 3
Extensao final 72 7
Em espera 15 -

Ciclos: 35x
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v Eletroforese em gel de agarose

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Marcl Marc2
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ELETROFORESE

v’ Técnica de separacdo de moléculas através de migracdo devido a um
diferencial de potencial.

v" Tamanho, formato, pH, carga

v Normalmente separar proteinas, DNA, RNA
v’ Eletroforese em Gel

v’ Eletroforese Capilar
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v’ Gel de Agarose
v’ Polissacarideo extraido de alga marinha

v’ concentracdo 0,5 a 2%

v’ Facil de preparar
v N3o — toxico

v’ Baixa resolucdo
v Voltagem

v' Horizontal
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v'Gel de Agarose

v'Componentes e equipamentos

-Agarose
-Tampao
- Corante de DNA
-Buffer
-DNA/Marcador
-Uv
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ELETROFORESE

v’ Gel de Poliacrilamida
v’ Polimero de ligacdo cruzada de acrilamida e bisacrilamida

v’ concentracdo 3,5 a 20%

v’ Dificil de preparar
v’ Toxico - Acrilamida
v’ Alta resolucdo

v’ Vertical

v’ Desnaturante
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v'Gel de Poliacrilamida

v'Componentes e equipamentos

- Acrilamida
- Bisacrilamida
-Tampao
- Corante de DNA
-Buffer
-DNA/Marcador
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ELETROFORESE
v'Gel de Poliacrilamida Desnaturante
v’ Separacdo em fita simples
v’ Uréia
v Desnaturacdo 94°
"
e - e =

' |
- - NHUHHHUHU““

10 11 12 13 14 21 22 23 24 25 41 42 4344

J ] L

Group | Group Il Group Il

Figure 2 - P(R-SSCP showing no refevant alteration in a 7% polyacrylamide gel for exan 6 of tumor supressor gene TPS3 in group ) (contral n = 3,
group !l (imnitiated, n = 5) and  group Il (initiated + pb, n= 4}
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v'Gel de SDS (SDS-PAGE)
v’ Poliacrilamida com sulfato dodecil de sédio

v’ Proteinas

v'Tamanho
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A B C D E F G H

| | | l l - — |

seNpunet

Figura 3. Perfil eletroforético (uréia-PAGE) da simulagdio de fraude do leite de cabra com leite de vaca.
(A) 100% de leite caprino, (H)100% de leite bovino ¢ misturas contendo 0.5 % (B), 1% (C), 2.5% (D).
5% (E), 10% (F), 25% (G) de leite bovino.
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v'Gel Bidimensional

v’ Poliacrilamida
v’ Proteinas

v'"Massa molecular - Tamanho

v’ Ponto isoelétrico — pH

v’ 8.000 proteinas
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ELETROFORESE
pH4 pH10
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v'Eletroforese Capilar

v Migracdo em alta velocidade
v Diminuicdo do efeito joule

v’ Grande Resolucido

v Pouco volume de amostra

v’ Sequenciamento
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v'Eletroforese Capilar

2 ChpBook Viewer - [Chpboadd]

GATAAAATCCCTATTCCCGTGTACGTGTGCGTGCGCATTCGTGTCGTTGTCGTGGTATCCTTGCC TGGT&-TCCCTTGTTCﬁJ
160 170 180 190 200 210 220 230

» Ld
ﬁiﬂ |

'.suuﬁmcuoa Viewer - [Ch . 3] Docunerta! - Miciosoht . | B8 nam
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MARCADORES GENETICOS

v’ Caracteristica que é capaz de detectar diferencas entre dois ou mais
individuos ou organismos.

v’ capaz de diferenciar os progenitores.
v’ reproduzido com precisdo na progénie.

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

v alto nivel de polimorfismo.

v'estabilidade em diferentes ambientes.
v'detectar grande nimero de loci ndo ligados.
v'de heranga simples.

; P
v’ Codominante O OO0 0 0 1
e
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v Dominantes

O O O O O O
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v’ codominantes

C;|> -, O O O O

1

AA, AA, AA,
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v’ Tipos de Marcadores Genéticos
v’ Marcadores Morfoldgicos

v Marcadores Moleculares

v’ Bioquimicos
v Baseados em restricdo e hibridacdo do DNA
v' Baseados em amplificacdo do DNA
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v’ Marcadores Morfoldgicos

v Genes associados a caracteres morfoldgicos, onde
caracteristicas fenotipicas de variacéo discreta sao utilizadas
como marcadores morfolégicos.

v Fendtipos de facil identificacao visual.
v ldentificado somente apds a expressao do fendtipo.

v Dificil associacdo de um fenétipo a uma caracteristica
guantitativa (QT)

PREFRONTAL
SCALE

FIRST
MARGINAL —_ -
SCUTE AL
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v Marcadores Moleculares
v’ Pontos de referéncia nos cromossomos.

v Todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento
especifico de DNA (correspondentemente a regides expressas ou
nao do genoma)

v Necessita de DNA e tecnologia mais avanca (Eletroforese, PCR)
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v’ Marcadores Moleculares - Bioquimicos
v’ Isoenzimas
v" Definidas como diferentes formas moleculares variantes) de

uma mesma enzima, apresentando funcao idéntica ou similar,
presente num mesmo individuo.

v’ Presenca de mais de um gene codificando cada uma das
enzimas

v’ Diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo
elétrico sao resultantes de diferencas ao nivel de sequéncias
de DNA que codificam tais enzimas.
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v Marcadores Moleculares - Biogquimicos
v’ Isoenzimas

Detecg¢do

» Extracdo de proteinas do tecido vegetal.
» Separacdo destas proteinas através de eletroforese.

» Coloracdo histoquimica do gel.
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v Marcadores Moleculares - Biogquimicos

v’ Isoenzimas

HOMOZIGOTICO HOMOZIGOTICO HETEROZIGOTICO
| | l
acus u A asa=es A A
A :nn Il:r::tu:l] l A: ---l---,ﬁ.,: _"_l_,_ﬁ.;
miAMA miRA, mARMNA
Subunidades OlO Dlﬂ GlD

polipeptidicas 1 l l

Hondmaro Dimero Tetriémaro Honémero Ofmaro Tetrimaro MHondmero Dimera Tetrdmero
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v/ Marcadores Moleculares - Restricdo e hibridacdo
v" RFLPs - Restriction Fragment Length Polymorphism

v’ Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo

v Enzimas de restric3o.

v" As variacdes nos nucleotideos do DNA devido a mutacio,
delecao, insercao e inversao, podem ser detectadas se
ocorrerem num sitio de corte das enzimas de restricao.

v’ Clonagem de genes e mapeamento de QTLs

v’ Elevado custo e o tempo
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v Marcadores Moleculares - Restricdo e hibridacao

v" RFLPs

Detecg¢do

» Extracdo de DNA.

» Digestdo.

» Eletroforese.

» Desnaturacao.

» Shouthern blot (Sonda).
» Hibridizacao.

» Autoradiografia.
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POLIMORFISMO NO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS DE
RESTRICAO — RFLP DNA extraido

Celulas d >

Enzimas de

restri E%m

DNA radioativo

n Fragmentos de DNA
liga-se as sondas Transferencia dos separados por
dos fragmentos fragmentos de DNA clefroforede
especificos 4 — T ——= 1=
= — ||I-= -
Membrana
lavada livre das Pelicula de Raio-X
sondas prensada sobre a Mﬂmdf‘lﬂ de DNA
adicionais membrana padrao comparado

com modelo
conhecido
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v Marcadores Moleculares - Restricdo e hibridacao

v" RFLPs

]—0 Parents
Children — ?CED

beta-5 = I ERNE I

beta-A - | GAG |
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v Marcadores Moleculares - Restricdo e hibridacao

v RFLPs
1 23 4 5 6 7 8 9101112131415
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo
v RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA

v' Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso.

v PCR.

v’ Primers arbritarios e curtos.

v Sem conhecimento prévio do produto.

v/ Mutacdo de ponto no sitio de pareamento do primer.
v’ Simples, rdpida e de baixo custo.

v Dominante
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo

v RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA

L - -
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo

v RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA

Laccaria amethystina récolte 1998 - RAPD amorce 157
pb M 50(97) 58 59 62 69 70 71 72 74 77 78 79 M
1500

1000 g

600

400 BB
-

200

100
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo

v AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism)

v’ Polimorfismos de comprimento de fragmentos
amplificados.

v’ Restricdo por enzima e PCR.
v’ Alta especificidade e resolucio.
v Dominante.

v" Elevado custo e mio de obra.
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo
v’ Microssatélites

» repeticOes curtas em tandem (STR - 'Short Tandem Repeat’)

»codominante.
» Alto grau de informacdo de polimorfismo por locus génico.

»Distribuicdo aleatéria por todo o genoma podendo estar
associado a regioes expressas.

» Alta conservacdo entre espécies relacionadas.

» Dependentes de pouca quantidade de DNA na amostra.
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61

121

181

241

301

361

421

481

GAAGCAGGGNAIAGGAGATTTGTTTATTACTGTCGCTGCATCTCATCATATTTACAGLCA

ACTAGATAAATGAGCTTGCTAGC TGATCATCATATCATAAGTAGGCTGAATGTCTOATAG

TEXER

ATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACGATAGATAGATAGATAGATAG

FETESRESEZEZTETERERSZSEESERESYREARSEERNRESREASSZSERSRRISRERSTSRSRSSRESRERASERASRRSESRRSRSERSRSSRERYSRYSDR

ATATAGGTGCTAATAGCAGCTACTGCGAACTAAARACARCTAGAGCGGAATGGATGGAGT

LA A

ATCTACAG{CAGCAAGAAGGGLTTGGAATGAAAGCATGTATGAGCCAGTCCAGTCCLGTC

CAGTCCATGGTGAATGCAGTGCAGATGACATTCACTCACATGTCTTGGTCATCTTCGTCA

TCCCTGGGATCOTCGTCGTCAGCGGAGCTTGTTACGCGAGCGTGCTCGTTCTGGCCACGS

TCAGCATGAGCATGAGCATCAGGGCCGCCGCCACGAGCGGCGAGGGCGGTGGACCTGTCG

AGGATGRACTTGCCTTCCTTCTACCTCTGGCTCTTGTCGAAGGCGACGAG
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo

v' Microssatélites

+ 4 ATATATATATATATATATATATATATY 4 .
TATATATATATATATATATATATATA\Ei‘é,

< ATATATATCGCTATATATATATATAT \ b
 TATATATAGCGATATATATATATATA °..f

-y ATATATATATGGTGETCETCETCET c

»Também sdo classificados conforme a unidade repetida em:
mononucleotidica (A)n; dinucleotidica (AT)n; trinucleotidica (ATG)n;
Tetranucleotidica (ATGA)n; Pentanucleotidica (ATGC)n; e
hexanucleotidica (ATGCT)n
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DNA gendmico
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo
v’ Microssatélites

» Multialélico

A B C D E F G H I J

CA,/CA,q
CA,/CA,.

£
&
3
O

CA,/CA .
CA,/CA,,
CA,/CA,.
CA,,/CA
CA,,/CA,,
CA,/CA,,
CA,/CA,,
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MARCADORES GENETICOS
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v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo
v SNPs

» Polimorfismo de nucleotideo simples

» Alteracdo de uma Unica base

» 1% da populacdo

» Bi-alélica

» regioes expressas ou Ndo-expressas

» Genética de populacoes, filogenia, mapas genéticos
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v SNPs

seq _1(A)
seq 2(A)
seq 3(A)
seq 1(B)
seq_Z(B)
seq:3(B)
Contig

v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo

ATGCGGCGATTGCCATGGGTA
ATGCGGCGATTGCCATGGGAA
ATGCGGCGATTGCCATGGGTA
ATGCGGCAATTGCCATGGGTA
ATGCGGCAATTGCCATGGGTT
ATGCGGCAATTGCCATGGGTA

ATGCGGCGATTGCCATGGGTA

snp| T

sequencing errors or paralogs




Genética Molecular
MARCADORES GENETICOS

v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo

v SNPs

» Sequenciamento
» Bioinformdtica
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Genética Molecular
MARCADORES GENETICOS

v’ Marcadores Moleculares - Amplificacdo

v SNPs

CTAGTAGCAGGGGGAATTTTAATTCAGACCCCTTGGGGATT
CTAGTAGCAGGGGGAARTTTTAATTCAGACCCCTTGGGGATT
CTAGTAGCAGGGGGAATTTTAATTCAGACCCCTTGGGGATT
CTAGTAGCAGGGGGAARTTTTARTTCAGACCCCTTGGGGATT
CTAGTAGCAGGGGGAATTTTARTTCAGACCCCTTGGGGATT
CTAGTAGCAGGGGGARTTTTAATTCAGACCCCTTGGGGATT
CTAGTAGCAGGGGGAATTTTAARTTCAGACCCCTTGGGGATT
CTAGTAGCAGGGGGAATTTTAARTTCAGACCCCTTGGGGATT

€ Bs01 q14F 03.04.11 kaj [ACTCCTCTGTTAG
i) B502 914F 03.04.11 kaj [RCTCCTCTGTTAG
E) B0z g14F 03.04.11 kaj |ACTCCTCTGTTAG
€ B304 914F 03.04.11 kaj [ACTCCTCTGTTAG
) B307 g14F 03.04.11 kaj |ACTCCTCTGTTAG
) 8309 q14F 03.04.11 kaj [ACTCCTCTGTTAG
) BS10 914F 03.04.11 kaj [ACTCCTCTGTTAG
EBs11 g14F 03.04.11 kaj |RCTCCTCTGTTAG

70 | L] 198 1208 1218 1228 | 3
ACTCCTCTGTTAGTICACATAGGCCTAGTAGCAGGGGGAATTTTARTTCAGACCCCTTGGGGATT

|

BS04 g14F 03,0411 kaj Fragmeq
[ ; I i - Gl -

I A F ‘B G

BS01 ol 4F 03.04.11 kaj Fragd]| qi4F 020411 kajrra;m“ BS0Z g1 4F 031041
C SR T R B AT A _Gl>=]lc A T

E & T R b  F W b

me 0— 11
{j:

E|E| E|E|
G VAR i ; |
BSU7 gl 4F (30411 Kaj Fr- BS0a gl aF 03.04.11 kajFrag'net“ ES10qI4F 0304.11 kajFr'ag'neﬂ“ Q14 UZ104.11 kajFragmed
doke AT A wsbe A ey SR ceelsleet R T 6 T A e
£C A F R b £ B ¥ H b & EE B F R B & A & B b
(B[ [E[c] &
([T (Gi[d




Genética Molecular
MARCADORES GENETICOS

SNP  short tandem repeat (STR)

Voo |

Man I GTACTAGACTACTACTACTACTACTGGTG...

5 repeats

Man 2 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

6 repeats

Man 3 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

7 repeats




Genética Molecular

v" Conceitue:

v PCR

v DNA Polimerase

v' Inicializadores (Primers)

v dNTPS

v DNA Template
v’ Descreva o ciclo da reacdo da PCR (Etapas e Temperaturas)
v Como é realizado a verificacdo do produto da PCR?

v Objetivos da técnica de PCR?




v' Obrigado




