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ANALISE DE RAPD NA IDENTIFICAC;&O DE CULTIVARES:
UMA METODOLOGIA UTIL?!

ELISEU BINNECK?, JORGE LUIZ NEDEL?® E ODIR A. DELLAGOSTIN*

RESUMO - Caracteres morfologicos tém sido utilizados tradicionalmente como assinaturas da
identidade e pureza varietal e genética. Esses descritores se constituem em uma base pobre, por
ser uma medida indireta da composic¢ao genética do material. Uma vez que caracteres moleculares
revelam diferengas genéticas mais rapidamente, com maior precisdo e sem o obscurecimento
causado pelo efeito ambiental, oferecem vantagens significantes em termos de discriminagao,
confiabilidade, rapidez e custo reduzido. Um método molecular relativamente novo, DNA
polimérfico amplificado ao acaso (RAPD), baseado na reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
tem sido adotado por alguns pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de métodos de
identificagdo de cultivares principalmente por ser uma técnica simples que ndo requer nenhuma
informacao prévia sobre seqiiéncias de nucleotideos do genoma da espécie, além de ser bastante
acessivel e de custo relativamente baixo. Mas, infelizmente, a analise de RAPD apresenta sérios
problemas, principalmente em relagdo a reprodutibilidade e caracterizagdo da homologia dos
produtos. Se esses problemas podem ser efetivamente resolvidos entdo a analise de RAPD pode
se tornar um método eficiente e aplicavel, mas talvez o investimento em tempo e dinheiro seja
mais Util no desenvolvimento e adaptacao de técnicas mais promissoras. Ha um grande volume de
publicagdes sobre a técnica de RAPD na literatura, todas evidenciando o mesmo problema: a
variabilidade inerente aos produtos de amplificagdes com primers decameros limita a sua utilizagdo
na industria e em programas de certificagdo. O objetivo deste trabalho foi discorrer sobre a eficiéncia
da técnica de RAPD na identifica¢do de cultivares, ressaltando as suas vantagens e limitagdes.

Termos para indexacdo: DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD), reprodutibilidade,
marcadores moleculares, PCR.

RAPD ANALYSIS ON CULTIVAR IDENTIFICATION: A USEFUL METHODOLOGY?

ABSTRACT - Morphological characters have traditionally been used as signatures of varietal
identity and purity. Because provide an indirect means of assessing genetic composition, those
characters provide a poor base for measures of genetic identities. However, molecular characters
that more quickly and accurately reveal genetic differences without the obscurance of environment
provide significant advantages in discrimination, reliability, timeliness and reduced cost. A relatively
new molecular method, Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), that are based on
Polymerase Chain Reaction (PCR), whose simplicity, low cost, accessibility and no require of
previous information about nucleotide sequence of genome from the species have encouraged the
application by researchers involved in the development of methods for cultivar identification.
Unfortunately, the RAPD analysis presents serious problems on reproducibility and homology
knowledge of products. If these problems can be effectively overcome then RAPD analysis may
become an effective and applicable method, but perhaps the investment in time and money be
more useful on the development and adaptation of more promissory techniques. There is
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considerable work in the literature on this method. All suffer from say the same problem. The
inherent variability of the product from amplifications whit decamer primers limits its utility to
industry and certification programs. The objective of this work was discuss about the RAPD
analysis efficiency on cultivar identification, showing the vantages and limitations of the technique.

Index terms: Random amplified polymorphic DNA (RAPD), reproducibility, molecular markers,

PCR.

INTRODUCAO

O procedimento mais amplamente usado para a identifi-
cacdo de cultivares, monitoramento da pureza genética e des-
cri¢do de novas cultivares, tem sido, ¢ continua sendo, a com-
paracdo de descritores morfologicos das plantas no campo.
Esses caracteres se constituem em uma base pobre para me-
dir a identidade, por ser uma medida indireta da composig¢ao
genética do material. Por isso, ¢ de valor significante para a
industria de sementes o desenvolvimento e adaptagdo de no-
vas tecnologias que aprimorem o sistema de identificacdo e
avaliacdo da pureza de lotes de sementes, sobretudo utilizan-
do métodos que acessem diretamente a informagdo genética.
Meétodos moleculares tém maior poder discriminatério e me-
dem a composi¢do genética mais diretamente do que os mé-
todos morfolégicos. Uma técnica relativamente nova, a ana-
lise de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD;
Williams et al., 1990), tem sido considerada promissora para
esse intento (Smith & Chin, 1992; Weeden, 1992; Ko et al.,
1994; Multani & Lyon, 1995 e Smith, 1995).

A analise de RAPD ¢ uma derivacao do processo de PCR
que envolve a amplificagdo simultanea de varios locos ano-
nimos do genoma, utilizando um tnico primer (oligonucleo-
tideo) decamero de seqiiéncia arbitraria (Williams et al., 1990
e 1993 e Welsh & McClelland, 1990). A técnica foi desenha-
da para detectar mudangas unitarias de bases (Williams et al.,
1990) em locos distribuidos em toda a extensdo do genoma
(Williams et al., 1993), com aplicagdes no mapeamento
gendmico (Williams et al., 1990) e “fingerprinting” (Welsh
& McClelland, 1990). A denominagdo RAPDs ¢ usada para
denotar os marcadores moleculares gerados pelo método de
RAPD. O mesmo método, com pequenas variagdes no com-
primento e concentracdo do primer usado na amplificacdo
mediada pela DNA polimerase e na separac¢ao e detec¢ao dos
fragmentos, foi também originalmente descrito com as deno-
minacdes Arbitrarily Primed - Polimerase Chain Reaction
(AP-PCR; Welsh & McClelland, 1990) e DNA Amplification
Fingerprinting (DFA); Caetano-Anollés et al., 1991). Carac-
teristicas atrativas como a possibilidade de se obter um gran-
de numero de marcadores genéticos sem qualquer informa-
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¢do prévia sobre seqiiéncias de nucleotideos do genoma da
espécie, o baixo custo, rapidez, simplicidade e velocosdade
na aquisicao dos dados (Ferreira & Grattapaglia, 1996), leva-
ram os pesquisadores a utilizar amplamente o método, espe-
cialmente em andlises filogenéticas, “fingerprinting” e
mapeamento gendmico, empregado-o muitas vezes como uma
panacéia na busca de marcadores moleculares. Sendo indica-
do como um método possivelmente importante em progra-
mas de identificacao de cultivares (Weeden, 1992; Ko et al.,
1994; Multani & Lyon, 1995; Smith, 1995 e Smith & Register,
1998), varias tentativas tém sido feitas buscando a sua adap-
tagdo para esse fim (Beyermann et al., 1992; McDonald et
al., 1994; Ko et al., 1994; Mailer et al., 1994; Multani & Lyon,
1995; Wolff et al., 1995; McDonald, 1995; Gallego &
Martinez, 1996; Jianhua et al., 1996a-b; Ford & Taylor, 1997,
Meng et al., 1998; Marcos-Filho & McDonald, 1998; Meng
et al., 1998 e Noli et al., 1999). No entanto, parece que a
simplicidade da técnica tem obscurecido a necessidade de dar
significado aos produtos gerados. Existem sérias limitacdes
em relacdo a reprodutibilidade dos resultados dentro do labo-
ratorio e entre laboratérios (Penner, 1996), além da falta de
entendimento da interacdo complexa que parece ocorrer du-
rante os eventos de anelamento do primer e subseqiiente am-
plificacdo (Caetano-Anollés et al., 1992), tornando dificil
explicar a informacdo biologica dos marcadores RAPD. Esta
revisdo tem por objetivo discutir o valor da analise de RAPD
para fins de identificagdo de cultivares, considerando a base
genética - até o que se conhece - da técnica, as suas vanta-
gens e desvantagens, sucessos encontrados na identificacdo
de cultivares, analise estatistica dos dados gerados e perspec-
tivas para o futuro.

Base genética dos RAPDs - a andlise de RAPD ¢ base-
ada na premissa de que um primer de alguma seqiiéncia alea-
toria, suficientemente curto, sera, por tentativa, complemen-
tar a algumas seqiliéncias alvo, distribuidas ao longo do
genoma. Os locos que apresentam duas seqiiéncias alvo em
fitas opostas com orientacdo e espacamento adequado sdo
amplificados pelo processo de PCR. Diferentes fragmentos
amplificados representam diferentes locos e, sendo de dife-
rentes comprimentos, podem ser separados e distinguidos por
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eletroforese (Tingey et al., 1992). Embora algumas evidénci-
as empiricas mostrem que para determinadas condi¢des ex-
perimentais o padrdo de bandas de DNA gerado ¢ tnico e
“reproduzivel” (Arribas et al., 1997), os parametros que go-
vernam os eventos de amplificacdo na analise de RAPD sdo
bastante complexos e ainda ndo sdo totalmente compreendi-
dos (Thormann & Osborn, 1992; Ferreira & Grattapaglia,
1996 e Hansen et al., 1998).

Os polimorfismos de RAPD parecem ser resultados de
varios processos, incluindo substitui¢des de nucleotideos que
criam ou apagam sitios de homologia com o primer, forma-
¢do de estruturas secundarias entre sitios homologos e inser-
¢do, delecdo ou inversdo tanto dos sitios de ligagdo com o
primer como seqiiéncias entre esses sitios (Williams et al.,
1990 e Tingey et al., 1992). Também, o efeito de substitui-
¢oes de nucleotideos parece depender da posi¢ao de reco-
nhecimento com o primer, sendo mais critico o pareamento
perfeito especialmente na regido 3’ do primer (Ferreira &
Grattapaglia, 1996), a partir da qual a polimerizacao inicia.
Somado ao polimorfismo em tamanho dos fragmentos am-
plificados existe o polimorfismo referente a intensidade, no
entanto, esse parametro normalmente nao € utilizado devido
a sua grande instabilidade. A varia¢@o na intensidade das ban-
das tem sido atribuida a diferencas no numero de copias
amplificadas do fragmento, causadas pela competicao entre
produtos no processo de PCR, heterozigozidade e combina-
¢do parcial do primer com o sitio. Esses poliforfismos sdo
detectados através da presenca ou auséncia de bandas em gel
de eletroforese e podem ser convertidos em dados de
homologia entre gen6tipos. Os sitios de homologia dos primers
sdo distribuidos, teoricamente, em todo o genoma (Williams
et al., 1990 e 1993) e o polimorfismo nessas regides resulta
em diferentes produtos amplificados (Tingey et al., 1992).
Outras particularidades sobre a base genética dos marcadores
RAPD sao apresentadas ao longo das explanagdes que se-
guem.

O que se busca em um método para identificacdo de
cultivares - exaustivamente, tem sido buscado um método
ideal para identificagdo de cultivares. Esse método deveria
apresentar pelo menos seis atributos (Wrigley & Batey, 1995):
(i) auséncia de efeito ambiental e do estadio de desenvolvi-
mento; (ii) alto grau de discriminagd@o entre genotipos e bai-
xo dentro do genoétipo, ou seja, deve permitir alto grau de
polimorfismo, mas ndo deve ser excessivamente detalhista a
ponto de mostrar muita variagdo intravarietal; (iii) rapidez e
facilidade de execucdo, ou seja, ndo deve exigir grande espe-
cializagdo do técnico mas deve permitir a obtengao dos resul-
tados em alguns minutos; (iv) objetividade, isto ¢, ndo deve

sofrer variacdo de laboratorio para laboratério e dentro do
laboratoério ou entre laboratoristas, oferecendo resultados ine-
quivocos; (v) ligacdo com informacgdes sobre caracteres qua-
litativos, possibilitando acessar caracteristicas de qualidade
relacionadas com a utilizacdo industrial e comercial da espé-
cie; (vi) possibilite a utilizacdo de testes estatisticos objetivos
para detectar misturas e o coeficiente de similaridade entre
gendtipos. Muitas tentativas sem sucesso tém sido feitas para
contemplar essas exigéncias através de marcadores RAPD,
embora a analise de RAPD apresente uma série de atrativos
(Williams et al., 1993 e Penner, 1996), razdo pela qual vem
sendo amplamente utilizada. Infelizmente a simplicidade téc-
nica da analise de RAPD parece ter obscurecido as dificulda-
des de entender os resultados (Hillis, 1994), o que tem mere-
cido severas criticas (Skroch & Nienhuis, 1995 e Karp &
Edwards, 1997).

Vantagens - a possibilidade de investigar polimorfismos
moleculares no DNA sem a necessidade restritiva do
sequenciamento ndo se constitui mais uma vantagem para
varias espécies, dado o grande volume de seqiiéncias hoje
conhecidas. Outro beneficio promulgado ¢ que a analise de
RAPD permite identificar cultivares ao nivel de DNA sem a
necessidade de que as seqiiéncias polimorficas sejam expres-
sadas no fenotipo (proteinas, caracteristicas morfoldgicas,
metabdlitos secundarios, etc. Eis um ponto negativo da técni-
ca, como vimos no item anterior. De forma geral algumas
vantagens podem ser citadas: (i) fragmentos amplificados pela
técnica de RAPD tém revelado polimorfismos entre muitos
gendtipos diferentes e vérias técnicas especificas tém sido
publicadas para diferentes espécies; (ii) custo relativamente
baixo (Ferreira & Grattapaglia, 1996), apds feita a sele¢do
dos primers e otimizag¢do do protocolo; (iii) os RAPDs levan-
tam informagdes de um grande niimero de locos de, teorica-
mente, todo o genoma; (iv) independe de grandes quantida-
des de DNA genémico relativamente puro (Tingey et al.,
1992); (v) muitos marcadores sdo gerados em pouco tempo;
(vi) ndo requer experiéncia aprofundada em biologia
molecular e instalagdes sofisticadas de laboratorio (Ferreira
& Grattapaglia, 1996). Comparando com métodos tradicio-
nalmente utilizados para determinagdo da pureza genética e
identificagdo de cultivares, (McDonald, 1995) defende cinco
vantagens da utilizacdo de RAPDs: (i) os marcadores RAPD
proporcionam grande potencial para a discriminacdo de cul-
tivares ja que a composi¢ao de nucleotideos de um gene esta
sendo diretamente determinada em vez do produto da expres-
sdo do gene, como uma enzima; (ii) a versatilidade da analise
de RAPD ¢ maior do que da eletroforese de proteina. Mais de
700 “primers” sdo disponiveis, em compara¢do com aproxi-
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madamente 20 sistemas enzimaticos; (iii) a andlise de RAPD
nao possui o potencial de risco a saude humana e o dano
ambiental associados com radioisétopos utilizados na maio-
ria das outras tecnologias de DNA, como a técnica de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism; polimorfismo
no comprimento de fragmentos de restri¢ao); (iv) a analise de
RAPD requer os mesmos equipamentos gerais ¢ qualidade
profissional que a técnica de eletroforese de proteina. Ape-
nas alguns equipamentos adicionais sdo necessarios, como
termociclador; (v) o custo e o tempo para uma andlise com-
pleta de RAPD ¢ equivalente aos protocolos atuais de
eletroforese de proteinas.

Limitac¢des - um nimero de aspectos negativos fazem
da andlise de RAPD uma técnica dificil de ser padronizada,
como a variabilidade nos resultados mesmo dentro de um la-
boratorio, além de outras inconveniéncias. Os seguintes fato-
res sdo objetos de consideraveis discussdes sobre a validade
da técnica: (i) competi¢do entre produtos; (ii) reproduti-
bilidade; (iii) homologia dos produtos; (iv) estrutura do primer;
(v) dominancia; (vi) formacao de heteroduplex; (vii) varia-
cao alélica e (viii) amostragem gendmica.

Competicio entre produtos - Em torno de 15% de er-
ros tem sido encontrado devido a competi¢do, para bandas
polimorficas, tanto em genomas de alta como de baixa com-
plexidade (Halldén et al., 1996). A competigdo entre diferen-
tes segmentos de DNA amplificados na anélise de RAPD tem
sido classificada como o erro mais sério (Williams et al., 1993
e Halldén et al., 1996). Fendmeno este, em que uma banda
RAPD amplificada com sucesso num gen6tipo ndo é detecta-
da em outro, pode resultar em interpretagdes incorretas. Um
dos motivos seria o anelamento do primer a regides ndo intei-
ramente homologas (Williams et al., 1990). Tal competi¢ao
pode ocorrer, teoricamente, em muitos niveis diferentes; en-
tre sitios dentro de um genoma, entre genomas e entre
genotipos (Heun & Helentjaris, 1993). Numa andlise de com-
peti¢do entre genomas de soja e cianobactérias, os quais fo-
ram inicialmente misturados (Williams et al., 1993) verifica-
ram que todas as amplificagdes detectaveis eram de soja,
mesmo quando foi utilizado um excesso molar de 460 vezes
do genoma de cianobactéria. Os primers utilizados s@o curtos
e por isso possuem complementaridade com muitas regides
do genoma, resultando na amplificacdo ndo especifica de si-
tios onde nao ha flanqueamento proximo o suficiente para
formar um fragmento amplificado. Esses sitios competem por
substrato (ANTP) e enzima (DNA polimerase) durante a rea-
¢do em cadeia da polimerase (PCR), resultando em bandas
de intensidades distintas e instdveis. A intensidade da banda
e a sua estabilidade se tornam, teoricamente, um reflexo dire-
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to do grau de competitividade do sitio. Essa competitividade
varia com fatores como complementaridade ao primer e pre-
senca de estruturas secundarias no DNA molde.

Reprodutibilidade - as limitacdes da analise de RAPD
tém sido reconhecidas e analises detalhadas dos produtos RAPD
através de Southern blotting e experimentos com enzimas de
restricdo, e analises da origem gendmica e classe de DNA
tém sido sugeridas para dar credibilidades aos resultados.

A pobre reprodutibilidade dos resultados, tanto dentro
do laboratério como entre laboratdrios, tem sido objeto de
varios estudos (Skroch et al., 1992; Weeden, 1992; Devos &
Gale, 1992; Penner et al., 1993; Skroch & Nienhuis, 1995;
Penner, 1996 ¢ Hansen et al., 1998). Variagdes dramaticas
nos produtos da analise de RAPD podem resultar de mudan-
cas sutis em varios parametros como concentracao de DNA,
temperatura de anelamento, termociclador, qualidade e con-
centracdo do primer, concentragdo de magnésio, tipo, quali-
dade e concentragdo da DNA polimerase, concentracao de
primer em relagdo ao DNA molde e precisdo na pipetagem
(Welsh & McClelland, 1990; Tingey et al., 1992; Fritsch et
al., 1993; Ellsworth et al., 1993; Rafalski et al., 1994; This et
al., 1997; Rafalski, 1997 e Hansen et al., 1998). Especial-
mente critica € a temperatura de anelamento; abaixo de 36°C,
mudancas da ordem de 1°C podem resultar na amplificagdo
de um espectro inteiramente diferente de fragmentos (Penner,
1996). Segundo o mesmo autor, a concentragdo relativa de
todos os reagentes da reagdo de PCR pode afetar dramatica-
mente a reprodutibilidade dos resultados. Fatores isolados sao
mais facilmente controlados, mas quando um niimero de fa-
tores interage no processo, o controle de variagdes ¢ altamen-
te delicado e requer um grande esfor¢o na adequacao dos
protocolos para cada situacdo especifica. Entre laboratorios,
a variacdo dos resultados ¢ ainda mais impressionante. Num
estudo feito por (Penner et al., 1993), para verificar se um
polimorfismo identificado através da andlise de RAPD em
um laboratério pode ser identificado em outro laboratorio,
cinco primers que amplificaram RAPDs entre duas cultiva-
res de aveia foram distribuidos entre seis laboratdrios. Dife-
rengas significativas foram observadas nas amplitudes de
comprimentos dos fragmentos amplificados nos diferentes
laboratdrios participantes. A re-extragdo do DNA, repetigdo
das amplificagdes e a inclusdo de controles disponiveis para
checar a reprodutibilidade e a auséncia de contaminagdo pode
melhorar a confiabilidade dos resultados, mas se o erro ¢é de-
vido a competi¢do a replicacdo do experimento ndo melhora
a situacdo (Halldén et al., 1996). O DNA de algumas espéci-
es tende a ser degradado rapidamente quando as células sdo
destruidas no processo de extragdo, como exemplo do trigo
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(Penner, 1996). A degradagdo pode resultar na alteragdo do
resultado da andlise.

E necessario estabelecer um balango entre o namero
maximo de fragmentos amplificados com cada primer e a
reprodutibilidade dos resultados. A otimizagdo das condi¢des
de amplificacdo para se chegar a um balango aceitavel &, na
maioria das vezes, um trabalho muito tedioso e dificilmente
sao encontradas condi¢des decisivas.

Homologia - ahomologia entre fragmentos RAPD ¢ mais
freqiientemente baseada no fato de que produtos que migram
para a mesma posicao no gel sao idénticos, formando bandas
ditas monomorficas, que representariam fragmentos de mes-
mo tamanho em pares de bases e as mesmas seqiiéncias nas
extremidades onde o primer iniciou a amplificagdo. Produtos
assim considerados do mesmo tamanho podem ser ndo
homologos por duas razdes possiveis: (i) limitagdes na reso-
lugdo do gel; (ii) convergéncia de tamanho, devido a delecdes
ou insergdes entre os sitios de ligacdo dos primers em locos
distintos, gerando polimorfismos ambiguos (Williams et al.,
1990 e Thormann & Osborn, 1992).

A resolugdo das bandas ¢ geralmente baixa nos géis de
agarose; produtos de diferentes tamanhos podem migrar para
aparentemente a mesma posi¢cao no gel. Embora a habilidade
de discriminacdo das bandas possa ser consideravelmente
melhorada pela separacdo dos produtos RAPD utilizando uma
combinacdo de coloracdo com prata e gel de poliacrilamida
(Caetano-Anollés, 1997b), ou com DGGE (eletroforese em
gel desnaturante) (Dweikat & MacKenzie, 1997 e Dweikat
& Mackenzie, 1997), fica dificil manter uma boa repetibilidade
dos RAPDs, ¢ mais dificil trabalhar com géis desnaturantes e
a discrimina¢do pode ainda ser incompleta (Smith, 1995). Os
problemas de homologia em RAPDs pode ser resolvido em
alguns casos pela utilizacdo de sistemas aprimorados de re-
solucdo dos fragmentos e levando a um detalhado entendi-
mento de cada um dos produtos e a combinagdo com Southern
blotting e estudos de enzimas de restri¢ao e ultimamente and-
lises de seqiiéncias de produtos RAPD individuais (Caetano-
Anollés, 1997a). Mesmo esses procedimentos podem nao cla-
rear esta questao.

Estrutura do primer - a técnica ¢ altamente sensivel a
alteracdes nas condigoes de amplificacdo, impurezas no DNA,
qualidade e concentragdo da enzima DNA polimerase e dos
reagentes utilizados. A utilizag@o de primers nao especificos
e curtos aumenta essa sensibilidade. Além disso, existe uma
restricdo para que os primers possuam 60 a 70% de GC
(guanina e citosina) (Williams et al., 1993). O alto contetido
de GC nos primers para a andlise de RAPD ¢ necessario para
que se possa utilizar baixas temperaturas de anelamento (bai-

xa estringéncia) (Rafalski et al., 1994 e Ferreira &
Grattapaglia, 1996), o que resulta num certo grau de imper-
feicdo no anelamento (Williams et al., 1990) e é consistente
com a observacao de que o numero de produtos amplificados
¢ positivamente correlacionado com o contetdo de GC
dos primers (Caetano-Anollés et al., 1991 e Ferreira &
Grattapaglia, 1996). O anelamento dos primers com regides
nao absolutamente homdlogas possibilitada pelo alto conteu-
do de GC significa que ha a possibilidade de que diferentes
primers se liguem a um mesmo sitio e que sitios diferentes
hibridizem com um mesmo primer. Entdo os produtos de di-
ferentes primers podem ser idénticos ou interdependentes.
Sabe-se que o conteudo de GC ndo ¢ homogeneamente dis-
tribuido no genoma das plantas (Moore & Gustafson, 1997),
sendo assim, a analise de RAPD estaria examinando prefe-
rencialmente as regides ricas em GC.

Dominéncia - a leitura direta dos RAPDs em géis com
brometo de etidio, implicitamente assume que os marcadores
RAPD sdo dominantes (Williams et al., 1990 e Tingey et al.,
1992), isto €, a presenca de cada marcador ¢ analisada pela
presenca (1) ou auséncia (0) da banda no gel, e, portanto,
homozigotos dominantes (1;1) e heterozigotos (1;0) sdo
indistinguiveis um do outro. A deteccdo dos segmentos RAPD
nao tem sensibilidade suficiente para discriminar os dois ca-
sos, havendo grande probabilidade de que cultivares puras
aparegam como mistura. Por exemplo, num programa de
melhoramento tradicional uma cultivar melhorada de um ce-
real diploide pode ser selecionada at¢ o F, onde um marcador
RAPD recessivo, que era expresso no F original heterozigoto,
pode ser expresso como homozigoto recessivo numa planta
em 64 (1/2%), e confundido como mistura na cultivar pura.
Dificilmente o material chega a total homozigoze. Os testes
de distinguibilidade, uniformidade e estabilidade (DUS), por-
tanto, precisariam tomar essa heterogeneidade em conta na
defini¢do da cultivar, particularmente se as diferencas nos
RAPDs ndo tém relagdo com os caracteres fenotipicos obser-
vados no programa de melhoramento .

Formacao de heteroduplex - uma potencial fonte de
erro nos resultados da analise de RAPD ¢ a formacao de
heteroduplex entre seqiiéncias homologas (Ayliffe et al., 1994
e Novy & Vorsa, 1996a).

Variacao alélica - a visualizagdo direta dos produtos
RAPD assume que existem somente dois alelos (1 ou 0; pre-
senca ou auséncia do produto) por loco. A falta de um alelo
pode ser resultante de diferentes eventos. Entdo, ndo existe
um meio de identificar alelos ou as suas combinag¢oes em di-
ferentes locos, significando que o modelo alelo como caractere
nao ¢ apropriado para a andlise de dados de RAPD.
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Amostragem gendomica - a analise de RAPD amostraria
aleatoriamente todo o genoma da planta, nuclear, mitocondrial
ou do cloraplasto, e ainda variando entre as regides altamen-
te repetitivo, moderadamente repetitivo ou copia Unica
(Williams et al., 1990 e Williams et al., 1993). Infelizmente
existe pouca informagdo a respeito da distribui¢do da com-
plexidade dos genomas e dos locos RAPD nos genomas. Em
Eucalyptus, por exemplo, tem-se verificado que acima de 50%
dos fragmentos RAPD amplificados pertencem a regides de
cOpia tnica ou baixo nimero de copias. Essa propor¢ao esta
bem acima da esperada, considerando que aproximadamente
80% do genoma de Eucalyptus deve se constituir de DNA
repetitivo (Grattapaglia & Sederoff, 1994).

Analise dos dados - admite-se que a presenga de um
marcador RAPD ¢ bem mais informativa do que a auséncia
(Skroch et al., 1992). A presenca de um marcador em mais de
um individuo significa que os individuos partilham a mesma
seqiiéncia nos sitios de hibridizacdo com o primer e que estes
sitios sdo separados pelo mesmo niimero de pares de bases.
A auséncia de um fragmento em dois ou mais individuos, no
entanto, nao evidencia o mesmo nivel de homologia, isto ¢, a
falha na amplificacdo do fragmento pode ser devida a mu-
dangas na seqiiéncia de anelamento do primer, adi¢des ou
delegdes de DNA entre os sitios de anelamento (Williams et
al., 1990), ou ainda um maior nivel de competi¢ao por outros
fragmentos amplificados (Thormann & Osborn, 1992 e
Penner, 1996). Para a analise dos dados de um marcador
molecular, o primeiro passo ¢ a comparagdo dos produtos.
Para isso, ¢ importante definir quais pardmetros serdo consi-
derados: (i) presenga (1) ou auséncia (0) do fragmento (deno-
tadas pela presenca ou auséncia da banda) (Skroch et al.,
1992); ou (ii) levando em consideragdo a intensidade. Os da-
dos de RAPD sdo comumente comparados com base na pre-
senca ou auséncia do fragmento, ndo sendo levada em conta
a intensidade devido a acentuada variabilidade desse
parametro. O planejamento de como os eletroforegramas de
RAPD serao comparados, embora raramente detalhado nos
trabalhos, constitui uma etapa importante por causa dos pro-
blemas de reprodutibilidade associados com a técnica. Suge-
re-se que os perfis de RAPD sejam comparados numa base
conservativa, isto €, devem ser considerados (i) somente pro-
dutos em uma determinada faixa de tamanho e (ii) somente
produtos de alta intensidade e que mostrem grande repro-
dutibilidade comparada aos produtos de menor intensidade.
Com tais procedimentos, enquanto reduz-se nimero de pro-
dutos habilitados para comparagdo, ¢ possivel aumentar a
confiabilidade dos resultados.
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As bandas comuns sdo comparadas como presentes ou
ausentes e convertidas em dados (1 ou 0, respectivamente),
os quais sdo utilizados na analise de comparagdo entre os
gendtipos. O método mais amplamente usado para analisar
dados de RAPD, embora inadequado devido aos problemas
de homologia (Karp & Edwards, 1997), tem sido o célculo de
medidas de similaridade utilizando métodos como: coefici-
ente de Nei e Li, (NL; Nei & Li, 1979), que mede a probabi-
lidade de um produto amplificado em uma amostra também
ser amplificado em outra; coeficiente de Jaccard (J; Jaccard,
1908), que mede a proporcao de produtos presentes nos dois
perfis de RAPD; coeficiente de concordancia simples (SMC;
Sneath & Sokal, 1973), que mede a proporc¢ao de produtos
cuja presenga ou auséncia sao comuns entre os dois perfis de
RAPD e coeficiente de Dice (D; Dice, 1945), muito similar
ao coeficiente de Jaccard, mas d4 mais peso as bandas que
coincidem nos dois gendtipos. Alguns autores utilizam medi-
das de dissimilaridades, o que pode acarretar um erro ainda
maior. Essas medidas de similaridade tornam possivel esti-
mar a proximidade genética das cultivares. Todas as compa-
racdes possiveis entre os genotipos sdo utilizadas para cons-
truir uma matriz de similaridades e analisadas utilizando um
método de agrupamento. Os métodos de agrupamentos mais
usados sao UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
Aritmetic Average; média das distancias) e Neighbor Joining
(vizinho mais proximo) (Saitou & Nei, 1987). UPGMA ¢ pro-
vavelmente o método mais freqiientemente utilizado. Os da-
dos também podem ser submetidos a uma analise de compo-
nentes principais (PCA; Principal Component Analysis), de
forma que os genotipos podem ser representados como pon-
tos em duas ou trés dimensdes. Essa andlise ¢ muito til para
uma inspe¢do visual do distanciamento entre os genotipos. A
analise de componentes principais ¢, matematicamente, o
método de agrupamento mais genuino e ¢ um excelente mé-
todo para discriminar entre dois a cinco grupos. Entretanto,
este método ¢ limitado para muitos grupos, uma vez que as
primeiras trés dimensdes do sistema multidimensional geral-
mente ndo permite uma representacdo satisfatoria de estrutu-
ras mais complexas. Infelizmente as medidas de similaridade
sdo baseadas em suposicdes que podem ndo ser encontradas
em dados de RAPD. Por exemplo, no caso do coeficiente de
concordancia simples (SMC) todas as bandas coincidentes
(ambas as presentes e as ausentes) sdo levadas em considera-
¢do, mesmo que as razdes por que os produtos RAPD estdo
ausentes ndo sejam conhecidas. Essa suposi¢cdo nao ¢ feita
pelos coeficientes de Jaccard (J) e de Nei e Li (NL), mas ha
problemas no entendimento da homologia entre produtos.
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Embora ndo exista um consenso sobre a validade dos dados
RAPD para esse tipo de andlise, algumas discussdes sao fei-
tas sobre qual seria a medida de similaridade mais apropriada
para ser usada com marcadores RAPD (Duarte et al., 1999).
Alguns autores preferem utilizar medidas de similaridade que
excluem auséncias em comum, como J ¢ NL (Kazan et al.,
1993).

As limita¢des dos marcadores RAPD, no entanto, poem
em movimento investigacdes em busca de outros tipos de
dados moleculares. Nos ultimos anos um crescente niimero
de técnicas moleculares tem se tornado disponivel. Por exem-
plo, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism;
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados)
(Vos et al., 1995 e Vos & Kuiper, 1997) e SSR (Simple
Sequence Repeats; seqiiéncias simples repetidas ou micros-
satélites) (Morgante & Olivieri, 1993). A analise de AFLP,
que produz polimorfismos muito mais confiaveis e
reprodutiveis que RAPDs, apresenta problemas similares de
interpretacdo dos marcadores RAPD. Por exemplo, a origem
dos marcadores ¢ desconhecida, a designacdo loco/alelo ndo
¢ clara e a definicdo de homologia das bandas ¢ incerta. En-
tao a analise de dados de AFLP pode ser problematica como
para RAPD (Smith, 1997).

Dados de SSR, que sdo potencialmente fontes de valor
de informacgao para estudos genéticos de populagdo, tendem
a ser restritos a poucos locos em um pequeno nimero de es-
pécies e, embora seja demonstrada co-dominéncia, a
homologia dos SSRs individuais ¢ baseada no tamanho do
produto e portanto ostenta as mesmas dificuldades dos
RAPDs. Além disso, a natureza repetida dos locos SSR ¢ a
sua alta taxa de mutacdo (Orti et al., 1997 e Levinson &
Gutman, 1987) significam que ndo pode ser possivel confir-
mar que bandas de tamanho idéntico em duas cultivares sdo
homologas, ja que diferentes eventos de mutagdo nos SSR
podem produzir tamanhos similares (Jarne & Lagoda, 1996).
E evidente a davida de como seria possivel descrever, acessar
a pureza genética e identificar cultivares baseando-se em uma
lista crescente de métodos moleculares. Isso dilapidaria o
enfoque de objetividade. No entanto, com os métodos atual-
mente utilizados, ndo seria apropriado esperar que todos os
laboratdrios utilizassem exatamente as mesmas metodologias
e protocolos com o objetivo de gerar, por exemplo, exata-
mente os mesmos eletroforegramas para os gen6tipos dispo-
niveis. Muitos laboratdrios em diferentes paises t€m, e conti-
nuam a desenvolver e adaptar as suas proprias metodologias.
O pré-requisito essencial, segundo Smith (1995), ¢ que cada
laboratdrio prove a habilidade de gerar resultados altamente
reproduziveis e que diferentes laboratorios possam provar a

capacidade de gerar resultados com significados equivalen-
tes, considerando similaridade ou distancia entre genotipos.
Dessa forma, os dados e as metodologias podem ser indepen-
dentes e mutuamente avaliados e validados.

Aplicacoes de RAPDs na identificacio de cultivares -
existem muitos trabalhos demonstrando resultados de identi-
ficacdo de cultivares com marcadores RAPD. Algo em co-
mum entre os trabalhos ¢ que alguns primers produzem per-
fis de bandas mais estaveis que outros e algumas bandas sdo
mais estaveis que outras, sendo portanto a selecao de primers
e bandas um procedimento indispensavel. As condi¢des que
permitem obter repetibilidade nos resultados, normalmente
demandam um trabalho minucioso e rigoroso de experimen-
tagdo (Devos & Gale, 1992), algumas vezes tedioso demais
para ser concluido. A Tabela 1 apresenta uma amostra desses
resultados.

Além dos resultados mostrados na Tabela 1, muitos in-
vestimentos ja foram feitos no intento de adequar a técnica
para incrementar a reprodutibilidade dos marcadores, bus-
cando ajustar o método para programas de identificagdo de
cultivares. Algumas adaptagdes foram feitas com sucesso pela
equipe coordenada pelo professor Miller McDonald, como
um protocolo de extracdo de DNA de sementes secas de mi-
lho, algoddo, soja, amendoim, trigo e trevo-vermelho para a
analise de RAPD (McDonald et al., 1994 e McDonald, 1995),
com alguns resultados promissores na identifica¢do de culti-
vares de soja (Jianhua et al., 1996b). Ainda, um grande nu-
mero de outros trabalhos mostra a utilizacdo de RAPDs para
identifica¢do de cultivares de diferentes espécies. Podemos
citar, por exemplo, girassol (Lawson et al., 1994), banana
(Kaemmer et al., 1992 e Howell et al., 1994), aipo (Yang &
Quiros, 1993), couve-flor e brocolis (Hu & Quiros, 1991 e
Kresovich et al., 1992), mamao (Stiles et al., 1993), coco
(Wilde et al., 1992), cebola (Wilkie et al., 1993), algodao
(Igbal et al., 1997), cevada (Schut et al., 1997), milheto
(Chowdari et al., 1998), petunia (Cerny et al., 1996), grose-
lha-negra (Ribes nigrum L.) (Lanham et al., 1995), crisante-
mo (Wolff et al., 1995), Mangifera indica L. (Schnell et al.,
1995), trigo (He et al., 1992), mandioca (Colombo et al.,
1998), tomate (Noli et al., 1999), batata (Ford & Taylor, 1997),
milho e soja (Jianhua et al., 1996a). Apesar de todas essas
aproximagdes no sentido de adaptar a técnica de RAPD para
a identificacdo de cultivares, a pesquisa ndo tem dirigido a
atencdo necessaria para explicar as causas bdasicas do
polimorfismo no padrdo de bandas, resultando em estimati-
vas muito inconsistentes.

Uma visio para o futuro - uma questdo importante, colo-
cada por Smith & Register (1998), ¢ se um método molecular
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TABELA 1. Exemplos de adaptacdes da técnica de RAPD para identificaciio de cultivares em algumas espécies.

Espécie

Comentarios

Referéncias

Algodao
(Gossipium spp.)

Cajanus cajan (L.) Millsp.

Canola
(Brassica napus L.)

Canola

Castanha

(Castanea sativa Miller)

Cereais

Cynodon

Cynodon

Lilium

Luapulo

Paeonia suffruticosa Andrews

Rosa
(Rosa spp.)

Demonstra a possibilidade de diferenciar cultivares estreitamente
relacionadas através de marcadores RAPD. Melhor resolugdo dos
fragmentos de DNA no gel foi obtida com a utilizagdo de nitrato de
prata.

Mostra a utilizagdo de RAPDs para identificagio e estimacdo da
diversidade genética em Cajanus cajan.

A selecdo de seis primers produziu 23 bandas polimorficas variando de
300 a 2200 pares de bases, suficientes para distinguir a maioria das
cultivares. Cem primers foram testados e duas cultivares, das 23 que
participaram do estudo, ndo foram discriminadas.

Oitenta e nove bandas foram detectadas a partir de 19 primers, dos 300
primers avaliados. Seis dos melhores primers, que produziram 27 bandas
polimorficas, foram selecionados para a discriminag@o de 37 cultivares.

Apresenta uma adaptacdo da técnica de RAPD para a espécie

Foram utilizados primers arbitrarios e especificos (espagadores dos
genes que codificam para o RNA ribossomal 5S) para distinguir
cultivares e espécies. Os primers especificos identificaram amostras de
milho, cevada, sorgo, centeio, arroz, aveia e trigo, sem variagdo
significativa dentro das espécies. Os primer arbitrarios permitiram
distinguir entre cultivares, mas mostraram variagdes dentro das
cultivares. Alguns primers arbitrarios produziram polimorfismos
caracteristicos das espécies.

Mostra a validade da utilizagdo de DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) para a caracterizagdo molecular de Cynodon.

Dezoito cultivares de Cynodon disponives na Australia foram
distinguidas por 13 primers, selecionados de 20. Alto nivel de
polimorfismo foi encontrado entre as cultivares.

Entre os 76 primers usados, apenas 18 (24%) foram informativos, isto €,
produziram fragmentos polimorficos entre as espécies e hibridos de
Lilium.

Descreve a utilizagdo RAPDs para identificagdo de cultivares de lapulo.
De 100 diferentes primers avaliados, 20-30 diferenciaram duas ou mais
variedades de Iupulo. A maioria dos primers produziu somente bandas
fracas e ndo reproduziveis.

Dos 40 primers testados, 11 produziram 92 fragmentos de DNA
polimorficos, distinguindo 19 cultivares.

Cinco cultivares de rosa foram todas distinguidas pela comparagdo das
diferengas nos padrdes de bandas gerados por oito primers. Os primers
mais discriminatorios foram opA-06 e opA-08.
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Multani & Lyon
(1995)

Ratnaparkhe et al.
(1995)

Mailer et al.
(1994)

Mailer et al.
(1997)

Galderisi et al.
(1998)

Ko et al.
(1994)

Caetano-Anollés et al.
(1995)

Ho et al.
(1997)

Yamagishi
(1995)

Abbott & Fedele
(1994)

Hosoki et al.
(1997)

Torres et al.
(1993)

Continua...
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Espécie Comentarios Referéncias

... Continuacao Tabela 1

Rosa spp. Vinte e cinco cultivares foram identificadas com 2 (opA-11 e opA-17), Gallego & Martinez
selecionados a partir de 20 primers. (1996)

Soja Dezoito cultivares foram examinadas e dessas, apenas nove puderam ser Jianhua et al.
identificadas, usando dois  primers (CGGCCACTGT e (1996b)
CAGCCAACCQG).

Trigo Foi testada a habilidade da andlise de RAPD em discriminar entre 12 Devos & Gale
cultivares de trigo. (1992)

Uva Foi testada a estabilidade de marcadores RAPD para identificacdo de This et al.

(Vitis spp.) cultivares. Vinte e trés de 30 cultivares foram identificadas com dois (1997)
primers (opP17 e opA09).

Vaccinium macrocarpon Foram observadas associacdes entre perfis de RAPD e caracteristica Novy & Vorsa

(Ait.) Pursh ‘McFarlin’ reprodutivas da espécie. (1996b)

deve refletir as diferencas relacionadas aos caracteres
morfologicos tradicionais. Para isso dois pontos precisam ser
considerados. Primeiro, para ter utilidade pratica o método
deve preferencialmente refletir a(s) caracteristica(s) de quali-
dade desejada(s) pelo agricultor, pela industria e pelo consu-
midor, a partir de um exame do lote de sementes. O cliente
ndo esta interessado em uma cultivar que € pura para um con-
junto de marcadores moleculares, se a pureza fenotipica nao
corresponde com a sua expectativa. Segundo, s6 sera possi-
vel chegar a uma correlacdo estreita entre diferencas
morfologicas e moleculares se a distancia entre os locos
moleculares e os locos que formam a base genética da ex-
pressdo fenotipica for bastante pequena, e se os fatores
ambientais ndo tiverem efeito significante na expressao dos
caracteres fenotipicos.

Com a analise de RAPD ¢ praticamente impossivel che-
gar a esse ideal. Qualquer método baseado em PCR requer
uma analise separada para cada loco ou poucos locos. Um
aumento da capacidade desse tipo de analise pode ser obtido
somente com a automacgao e aumento da complexidade e ta-
manho dos equipamentos utilizados, mas somente as grandes
companhias, em detrimento dos pequenos laboratorios, su-
portariam a necessidade de espago e custo desses equipamen-
tos. Uma tecnologia mais recente, conhecida como “DNA
chip technology”, poderd resolver esse impasse. Em 1997,
foram desenvolvidos pequenos “chips” com capacidade para
conter séries paralelas (arrays), de centenas de milhares de
sondas (seqiiéncias de DNA homologas aos sitios alvos) di-
ferentes (Ramsay, 1998), que podem ser oligonucleotideos
sintéticos ou cDNAs. Com a tecnologia de DNA chips € pos-

sivel realizar muitos experimentos de hibridizacdo em para-
lelo, investigando centenas de milhares de locos do genoma
numa unica andlise (Wang et al., 1998). Existem varios méto-
dos de fabricacdo de DNA chips, ligando as sondas
(oligonucleotideos) a um suporte solido ou através da sintese
in situ na superficie do chip (Ramsay 1998). O produto des-
ses métodos ¢ um DNA chip (em torno de 2cm?), com dese-
nho semelhante a um tabuleiro de xadrez de blocos micros-
copicos. Cada bloco € coberto por varias copias idénticas de
apenas uma das fitas do DNA que representa o segmento alvo.
Assim, cada bloco pode detectar a presenca ou auséncia de
um alelo particular de um loco. Para efetuar a analise, a amos-
tra de DNA de um organismo ou célula, com marcador fluo-
rescente, ¢ desnaturada por calor (que também causa a frag-
mentacdo da amostra em pequenos pedagos) e colocada so-
bre o chip para incubagdo a baixa temperatura. Se o DNA da
amostra ¢ complementar a uma sonda no chip, aquela amos-
tra ird hibridizar com o chip naquele bloco particular. Apos
um tempo suficiente, 0 DNA que ndo hibridizou com nenhum
bloco ¢ lavado, e o chip ¢ analisado por fluorescancia auto-
maticamente sob um microscopio controlado por um compu-
tador. O programa de computador determina quais blocos
detectaram seqiiéncias complementares (representando alelos
particulares ou segmentos de DNA) na amostra, e quais blo-
cos ndo hibridizaram.

Tal como a analise de PCR ¢ as suas derivagoes, a técni-
ca que utiliza DNA chips, encontrara varias aplicagdes
(Beattie, 1997; Ramsay, 1998 e Smith & Register, 1998). Uma
vantagem da utilizagdo de DNA chips na identificacdo de
cultivares € que sera possivel associar os locos com caracte-
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risticas expressas na planta. Essa capacidade ¢ relevante quan-
do associada com 0s novos avangos na pesquisa biomolecular.
Os genomas de varias espécies de plantas cultivadas estdao
sendo seqiienciados e a bioinformatica se tornou parte inte-
grante da biologia molecular para dar sentido a informagao
bioldgica gerada. E razoavel dizer ainda, que uma rede inte-
grada de conhecimento gerado pela pesquisa biomolecular é
inevitavelmente o proximo passo da ciéncia. Os progressos
em biologia molecular, fisiologia e bioquimica claramente
apontam para uma rede de informacao e conhecimento alta-
mente interconectada. Além disso, a tendéncia € para ensaios
experimentais de larga escala acompanhados da tecnologia
computacional para o manuseio e analise dos dados e cons-
tru¢do de modelos preditivos (Somogyi et al., 2001), baixan-
do os custos e melhorando a acertabilidade dos ensaios.

CONSIDERACOES FINAIS

Embora seja amplamente utilizada, pouco esforco tem
sido feito para descrever os mecanismos moleculares que es-
tao por tras da analise de RAPD e que podem influenciar os
resultados. A despeito das dificuldades para padronizagdo da
técnica devido as sua variagdes intrinsecas, o fato de ter se
tornado amplamente utilizada nos laboratorios pode levar a
uma inevitavel resolu¢ao daqueles problemas que sdo solviveis
e estabelecer que a andlise de RAPD ndo ¢ adequada para
certas aplicagdes. Mesmo no mapeamento gendmico, a ana-
lise de RAPD seria mais titil como uma ferramenta meio, para
exploracdes iniciais, e ndo uma ferramenta conclusiva como
marcador. Por isso, a técnica de RAPD parece encontrar mai-
or utilidade em andlises genéticas iniciais de uma espécie ndo
caracterizada. Com esta técnica é possivel escanear o genoma
inteiro para obter um conjunto de marcadores polimoérficos
de DNA. Inicia-se com varios primers construidos aleatoria-
mente e testa-se cada um isoladamente para amplificar um
conjunto de locos, casualmente detectados, de um conjunto
de individuos. Cada loco polimérfico detectado como uma
banda presente em alguns individuos, mas ndo em outros,
podem ser isoladas e clonadas para outras analises. Na andli-
se de genotipos procura-se extensivamente detectar mudan-
c¢as unitarias de bases, considerando que esta ¢ a forma mais
comum de polimorfismo de DNA. A maioria dos problemas
associados com a analise de RAPD pode ser resumida como
problemas associados com a reprodutibilidade e homologia
dos produtos. Se esses problemas podem ser efetivamente
resolvidos entdo a analise de RAPD pode se tornar um méto-
do eficiente e aplicavel para identificacao de cultivares. Infe-
lizmente, o tempo e 0s recursos necessarios para resolver o
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primeiro problema e a dificuldade de entendimento da base
do segundo, torna a técnica inapropriada para utilizagdo dire-
ta em testes de identificagdo de cultivares e protecao da pro-
priedade intelectual.

A reprodutibilidade dos produtos ¢ determinada por uma
variedade de fatores e ¢ influenciada pelas condi¢des indivi-
duais de cada laboratério. Mudangas que resultam da escolha
da DNA polimerase e do termociclador tornam a repeticdo
de experimentos entre laboratdrios problemadtica, e torna
questionavel o valor futuro de qualquer marcador identifica-
do pela anélise de RAPD. Essas criticas ndo sdo para dizer
que a analise de RAPD nao tem utilidade para identificagdo
de cultivares. No entanto, investiga¢des usando RAPDs ndo
podem ser empreendidas em um vécuo cientifico e biologi-
co, e se tais marcadores sdo para ser utilizados entdo eles
precisam ser baseados em um entendimento da biologia do
organismo estudado. Novos paradigmas e métodos serdo ne-
cessarios para fazer a critica transicdo do conhecimento para
o entendimento.

Com o recente avango no seqiienciamento dos genomas
das espécies cultivadas, espera-se o desenvolvimento de no-
vas técnicas que permitam a automagdo do processo de iden-
tificag@o de cultivares. Um exemplo seria a utilizacdo de DNA
chips, que contendo centenas de milhares de seqiiéncias de
DNA independentes, podera elevar grandemente a capacida-
de de deteccdo e comparag@o de inimeros polimorfismos entre
os diferentes gen6tipos.
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