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Unidade de Biotecnologia e Recursos Genéticos

• Conservação e Melhoramento em 
Animais e Plantas

• Caracterização de Recursos 
Genéticos

- Genética de populações

- Marcadores Moleculares/Identificação varietal
- Estudos bioquímicos
- Fenologia
- Fisiologia
- Ensaios Agronómicos



Marcadores Moleculares de DNA

qualquer variação na sequência do DNA de um ser vivo que o distingue de 
outro indivíduo ou grupo de indivíduos

Avaliação da diversidade genética: 

Recursos genéticos

Conservação 
do 

germoplasma

Documentação
Identificação

Pomologia

Marcadores 
moleculares

Bioquímica



Amendoeira Alfarrobeira Nespereira Laranjeira Macieira FigueiraRomãzeira

3.3 — CARACTERIZAÇÃO BIOMOLECULAR

Meta- 51 acessos – 76 acessos



Extração DNA

Esquema de análise

• Seleção do método e tipo de marcadores

RAPD ISSR SSR AFLP SNP
Dominante Dominante Co-Dominante             Dominante Co-Dominante 

Eletroforese capilarGel de agarose Microchips de DNA



ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

Geram fragmentos de tamanho diferente

Marcadores Microssatélites ou SSR ou STR

Frequentes e variáveis entre indivíduos de uma população

Regiões de flanco únicas no genoma



Locus Motivo Marcação
Sequência do Primer F

5´- 3’

Sequência do Primer R

5´- 3’

EPPCU3088 HEX AGAGACACAGAGGACCAAAC CGCAGGACCCATTTAGTTCA

BPPCT007 (AG)22(CG)2(AG)4 FAM TCATTGCTCGTCATCAGC CAGATTTCTGAAGTTAGCGGTA

BPPCT038 (GA)25 ATTO550 (NED) TATATTGTTGGCTTCTTGCATG TGAAAGTGAAACAATGGAAGC

CPDCT045 (GA)16 FAM TGTGGATCAAGAAAGAGAACCA AGGTGTGCTTGCACATGTTT

EPPCU9168 (TA)4(TA)13 HEX TCCCTTCTCCATGTTTTCCA GGAATCGGCATAAGCAAAA

CPSCT012 GA ATTO565(PET) ACGGGAGACTTTCCCAGAAG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

CPSCT018 (CA)5(CT)20 ATTO550 (NED) AGGACATGTGGTCCAACCTC GGGTTCCCCGTTACTTTCAT

CPSCT021 (GA)15 FAM GCCACTTCGGCTAAAAGAGA TCCATATCTCCTCCTGCTTGA

CPPCT033 (CT)16 HEX TCAGCAAACTAGAAACAAACC TTGCAATCTGGTTGATGTT

Listagem de locus SSR 
oligonucleótidos iniciadores para caracterização molecular de RGs de amendoeira

ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

ACGGGAGACTTTCCCAGAAG AG AG AG AG AG AG AG AG AG AG CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

Geram fragmentos de tamanho diferente



Locus N Na Ne Ho He F

EPPCU3088 7 5 2,649 0,571 0,622 0,082

BPPCT007 7 6 3,500 0,571 0,714 0,200

BPPCT038 7 3 1,815 0,286 0,449 0,364

CPDCT045 7 8 6,533 0,714 0,847 0,157

EPPCU9168 7 6 5,158 1,000 0,806 -0,241

CPSCT012 7 5 3,063 1,000 0,673 -0,485

CPSCT018 7 10 8,909 0,857 0,888 0,034

CPSCT021 7 6 4,083 1,000 0,755 -0,324

CPPCT033 7 5 3,500 0,714 0,714 0,000

Média 7,000 6,000 4,357 0,746 0,719 -0,024

Erro padrão 0,000 0,667 0,733 0,082 0,044 0,091
N, nº de amostras; Na, Nº Alelos, Nº Efetivo de Alelos, Ho, Heterozigotia Observada, He, Heterozigotia Esperada e F,

Índice de Fixação de Alelos.

Parâmetros genéticos com base nos nove loci microssatélite utilizados e 7 acessos de amendoeira.
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Caracterização biomolecular de acessos de nespereira

Locus-11 N Na Ne Ho He F

CH01d08 24 6 3,359 0,417 0,702 0,407

CH03g07 24 12 4,189 0,542 0,761 0,288

CH01f07a 25 3 1,176 0,160 0,150 -0,070

CH05c06 25 5 1,804 0,240 0,446 0,461

EMPc11 25 3 1,651 0,440 0,394 -0,116

EMPc117 25 9 2,546 0,400 0,607 0,341

CH01d09 25 5 3,360 0,760 0,702 -0,082

CH02b10 25 4 1,660 0,200 0,398 0,497

GD96 25 5 3,894 1,000 0,743 -0,346

CH03d12 25 5 1,844 0,440 0,458 0,038

CH04e03 25 3 2,880 0,560 0,653 0,142

Média 24,818 5,455 2,578 0,469 0,547 0,142

Erro padrão 0,122 0,835 0,308 0,074 0,058 0,084

N, nº de amostras; Na, Nº Alelos, Nº Efetivo de Alelos, Ho, Heterozigotia Observada, He,

Heterozigotia Esperada e F, Índice de Fixação de Alelos.
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Amostra CH01d08 CH03g07 CH01f07a CH05e06 EMPc11 EMPc117 CH01d09 CH02b10 GD96 CH03d12 CH04e03

M1 254 272 127 129 196 196 102 122 143 143 109 109 128 152 135 157 166 174 104 140 197 200

M2 268 272 127 127 192 196 102 102 143 143 109 109 128 152 131 135 174 176 104 128 200 200

M3 252 254 127 179 194 196 102 102 123 143 109 109 128 138 133 157 174 176 104 120 197 197

M4 254 272 127 129 196 196 102 120 139 143 109 109 128 152 135 157 166 174 104 140 197 200

Caracterização biomolecular de acessos de macieira

Locus CH01d08 CH03g07 CH01f07a CH05e06 EMPc11 EMPc117 CH01d09 CH02b10 GD96 CH03d12 CH04e03
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Caracterização biomolecular de acessos de romãzeira

Locus-11 -11N Na Ne Ho He F

Pom01 13 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

Pom06 13 2 1,080 0,077 0,074 -0,040

Pom013 13 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

Pom014 13 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

Pom021 13 4 1,380 0,154 0,275 0,441

Pom010 13 3 2,153 1,000 0,536 -0,867

Pom047 13 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

Pom024 13 3 1,910 0,692 0,476 -0,453

MO12 13 4 1,380 0,154 0,275 0,441

SSR16 13 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

SSR19 13 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

Mean 13,0 2,36 1,627 0,552 0,331 -0,498

SE 0,0 0,31 0,139 0,141 0,065 0,188

N, nº de amostras; Na, Nº Alelos, Nº Efetivo de Alelos, Ho, Heterozigotia Observada, He, Heterozigotia Esperada e F, Índice

de Fixação de Alelos.

R13 e R12

R22,R24, R25, R33, R34, R36, R37, R46

Genótipos coincidentes

Odiáxere

Alfandanga 3

Gião

Catarino

Lagoa

Poço Barreto 2

Assaria da Areia

Zavial
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Caracterização biomolecular de acessos de alfarrobeira

Locus-7 Motivo Marcação
Sequência do Primer F

5´- 3’

Sequência do Primer R

5´- 3’

CESI21 CTTT Fam GGGGAAAACAACCAATATAGTTA AGGAGATCGAGCGTATGCAG

CESI187 AT Hex ATACTGGGCGTTCTTTGCTT
ATTATCTCTTGCTTTGTGGTCC

T

CESI1187 AT Pet TTCTCGTCGCCCAAACTG CTCCCTCATCTCCTTCGTTG

CESI98 GCT NED GCCACCACTTTGAAGGAAGA GCTAGAAGCAGGAGCAGGAG

CESI509 GA FAM GCCACCTCTCCCTCTTCTC TTTTGTTCTAATTTTGCTTGCA

C29 AGAA NED GGATCACAACTTAAAAGCCCG TGCCGAAATCGCTCGTAAAC

C10 TTCT HEX ACTAGTGGATGTCCTTTAAACTGAACGAG CGGTGAGGGGTATCAGGATG

C31 AAAG FAM ACTAGTCAAGGGTTGCATTCGGAG GCTTTCCCAAGTGCTTCAAC

Locus N Na Ne Ho He F

Média 10,000 3,750 2,523 0,688 0,563 -0,246

Erro padrão 0,000 0,453 0,325 0,064 0,047 0,119

N, nº de amostras; Na, Nº Alelos, Nº Efetivo de Alelos, Ho, Heterozigotia Observada, He,

Heterozigotia Esperada e F, Índice de Fixação de Alelos.



Locus N Na Ne Ho He F

MFC2 9 3 2,160 0,889 0,537 -0,655

MFC3 9 3 2,842 1,000 0,648 -0,543

LMFC30 9 6 3,857 1,000 0,741 -0,350

Fsyc01 9 4 3,767 1,000 0,735 -0,361

FCUP008 9 4 3,306 0,333 0,698 0,522

FCUP038 9 4 1,800 0,444 0,444 0,000

LMFC11 9 2 1,800 0,000 0,444 1,000

LMFC19 9 4 2,492 0,889 0,599 -0,485

MFC4 9 2 1,976 0,000 0,494 1,000

MFC1 9 3 2,219 1,000 0,549 -0,820

MFC7 9 3 1,588 0,222 0,370 0,400

MFC8 9 2 1,976 0,889 0,494 -0,800

FS4-11 9 4 3,176 0,889 0,685 -0,297

FM4-70 9 4 2,348 0,778 0,574 -0,355

FM4-15 9 5 2,531 0,778 0,605 -0,286

Média* 9,000 3,533 2,523 0,674 0,574 -0,135

Erro padrão 0,000 0,291 0,186 0,095 0,029 0,154
N, nº de amostras; Na, Nº Alelos, Nº Efetivo de Alelos, Ho, Heterozigotia Observada, He, Heterozigotia Esperada e F, Índice

de Fixação de Alelos.

Parâmetros genéticos com base nos doze loci microssatélite em nove acessos de figueira.

Figueira:
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Acessos com genótipos coincidentes
F2  e F3

F5 e F8

SSR utilizado não foi eficaz na diferenciação de todos os nove acessos.

Coincidência de genótipos entre os acessos F2 e F3 e F5 e F8



Caracterização biomolecular de acessos de laranjeiras

Locus-15 N Na Ne Ho He F

MEST431 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

TAA41 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

MEST256 11 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

mCrCIR07D06 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

mCrCI02D04b 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

TAA15 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

TAA27 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

CAC39 11 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

MEST488 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

mCrCIR07F11 11 2 2,000 1,000 0,500 -1,000

mCrCI02G12 11 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

CCSM17 11 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

CCSM18 11 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

CCSM147 11 1 1,000 0,000 0,000 #N/D

Média 11,000 1,727 1,727 0,727 0,364 -1,000

Erro padrão 0,000 0,141 0,141 0,141 0,070 0,000

N, nº de amostras; Na, Nº Alelos, Nº Efetivo de Alelos, Ho, Heterozigotia Observada, He, Heterozigotia

Esperada e F, Índice de Fixação de Alelos.



Conclusões gerais:

Nespereira, macieira, alfarrobeira e amendoeira: genótipos individuais que permitem a

identificação dos indivíduos

Romãzeiras e Figueiras: SSR utilizados não diferenciam os nove acessos.

Laranjeiras: 15 loci não produziram genótipos que diferenciassem os onze acessos

estudados.

Testar outros locus microssatélites

Testar outros locus 
microssatélites ou 
outros marcadores



1- Uniformizar análises moleculares de RGs para resultados comparáveis

• -seleção de locus
• -homogenização de locus entre coleções
• -calibração de métodos

2- Necessário completar a caracterização das coleções

Considerações gerais para o futuro 

Contribuindo para

- Manutenção das cultivares adaptadas
- Obtenção de novas variedades melhoradas
- Assegurar segurança alimentar para as gerações futuras.



Usai, G., Mascagni, F., Giordani, T., Vangelisti, A., Bosi, E., Zuccolo, A., Ceccarelli, M., King, R., Hassani-Pak, K.,
Zambrano, L.S., Cavallini, A. and Natali, L. (2020), Epigenetic patterns within the haplotype phased fig (Ficus
carica L.) genome. Plant J, 102: 600-614. https://doi.org/10.1111/tpj.14635

Genoma da figueira ~333 Mbp

80% ancorado a 13 cromossomas. 

WGS revelou elevados níveis
de metilação em genes -
adaptação

A genómica chegou:

https://doi.org/10.1111/tpj.14635


Genoma da romãzeira

~328 Mbp



The Complete Genome Sequence of Ceratonia siliqua L. (Fabaceae, Fabales), Carob

Jan-2024

Omar Chlyah,1 Meriem Alaoui Mdarhi,2 Douae El Ghoubali,3 Michael Kieras,4 Stacy Pirro,4 and Hassan 

Ghazal3,4,5

492 Mbp

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chlyah%20O%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mdarhi%20MA%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=El%20Ghoubali%20D%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kieras%20M%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pirro%20S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ghazal%20H%5BAuthor%5D


Sempre que o DNA possa ajudar

Análise com Microsatélites
Genotipagem SNP

Análises de Progenia
Diversidade Genética
Identidade Varietal

Análise de Microbioma



Guimarães, Joana; 

Lopes, Ângela;

Serra, O; 

Marreiros, A;

Cabrita, L.

Muito Obrigado!
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