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Abstract

The RAPD (random amplified polymorphic DNA) technique has been widely used in genetic studies of plant
species, since the beginning of the 90's when it was first described. Several works have demonstrated the
utility of this methodology to get insight into the genetic diversity and structure of natural populations aiming
at conservation of the studied species. Other applications related to conservation, such as hybrid detection
and species identification, can be found in the literature. The RAPD technique produces molecular markers
through the use of small primers with arbitrary sequences and, because of that, it is specially useful for
investigating species which had not been described genetically. This technique is also very useful to analyze
rare or threatened species, since it is fast and shows a high potential to detect polymorphism even when small
amount of genomic DNA is available. The present review discusses the main advantages and limitations of
the RAPD technique, aiming to show why it is an important tool in population and conservation genetics.
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Introducgéo

Até cerca de 15 anos atras, as isoenzimas representavam os
principais tipos de marcadores usados para andlise de variagéo
genética em populacdes de plantas (Hamrick & Godt, 1989).
Com o surgimento da PCR (Polymerase Chain Reaction), em
meados da década de 80, houve uma verdadeira revolugdo em
termos de pesquisas genéticas (Ferreira & Grattapaglia, 1995;
Newton et al., 1999). Os avancos dos estudos moleculares trou-
xeram um aumento significativo dos conhecimentos na érea de
Genética de Populagbes, com diversas aplicacbes em estudos
evolutivos, permitindo avaliar a diversidade genética direta-
mente ao nivel de DNA, livre de influéncias do ambiente ou do
estagio de desenvolvimento do organismo analisado.

Entretanto, a necessidade de conhecimentos prévios sobre
a seqiiéncia de nucleotideos da espécie a ser estudada, os custos
elevados para a obtengdo destes conhecimentos e para a realiza-
¢do das andlises, limitaram durante alguns anos a aplicagdo das
novas técnicas desenvolvidas baseadas em PCR (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). Foi com o desenvolvimento de técnicas de
amplificacdo de DNA utilizando primers (iniciadores) peque-
nos e de sequéncia arbitréria que o uso da PCR se difundiu por
todo o0 mundo, permitindo a andlise genética de diversas espéci-
es a um custo relativamente baixo e de forma bastante
simplificada (Hadrys et al., 1992). No inicio da década de 90,
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trés grupos desenvolveram ao mesmo tempo e independente-
mente esta metodologia de andlise, com algumas diferencas en-
tre eles. Welsh & McClelland (1990) desenvolveram o que cha-
maram de AP-PCR (Arbitrarily Primed - PCR), uma técnica
que utiliza primers de sequéncia arbitréria com cerca de 20
nucleotideos, corrida eletroforética em géis de poliacrilamida e
visualizagdo das bandas por autoradiografia. Em 1991, Caeta-
no-Andlles et a. publicaram uma técnica similar denominada
DAF (DNA Amplification Fingerprinting), que também utiliza
géis de poliacrilamida, mas se baseia no uso de primers bem
menores (entre 5 e 8 nucleotideos). A técnica que acabou tor-
nando-se a mais popular das trés foi descrita por Williams et
al., ainda em 1990, e recebeu o nome de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA).

Caracteristicas principais da técnica de RAPD

A técnica de RAPD consiste na amplificacdo de DNA
gendmico em PCR utilizando primers de seqiiéncia arbitréria
com 10 nucleotideos. Tipicamente utiliza-se apenas um tipo de
primer em cada reagéo, sendo este normalmente formado por
diferentes combinacdes das quatro bases nitrogenadas, com um
contetido de G+C entre 50 e 70% (Fritsch & Rieseberg, 1996).
O principio da técnica € muito simples: o primer se liga a se-
guéncias complementares em fitas opostas do DNA alvo e ocor-
re a amplificagdo in vitro do segmento de DNA entre dois
primers adjacentes com o auxilio da enzima Taq polimerase. Os
sitios de ligag&o dos primers devem estar separados por no mé-
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ximo 3 a 4 mil pares de bases, uma vez que a Taq polimerase
nado é capaz de percorrer segmentos maiores nas condicdes nor-
malmente usadas durante a amplificacdo (Ferreira &
Grattapaglia, 1995; Fritsch & Rieseberg, 1996). Por serem pe-
guenos, é grande a possibilidade de que os primers encontrem
diversas regifes do genoma para se ligarem, fazendo com que
diversos fragmentos de tamanhos diferentes resultem de uma
reagdo (Williams et al., 1990). A quantidade de fragmentos a
serem produzidos para uma andlise é virtualmente ilimitada, de-
pendendo apenas do ndmero de primers utilizados. Um “perfil
RAPD” sera formado pelo conjunto dos produtos de amplifica-
¢do de diversos primers diferentes. A separagdo dos produtos
amplificados pode ser feita em gel de agarose (em concentra-
¢Oes que variam de 0,8 a 2%), corado com brometo de etidio,
ou em gel de poliacrilamida.

De acordo com Williams et al. (1990), alteracbes de uma
Unica base no sitio de ligagdo do primer podem inviabilizar o
anelamento impedindo a amplificagdo do fragmento correspon-
dente, o que ndo significa que todos os fragmentos amplifica-
dos resultem de um pareamento perfeito entre primer e sitio de
ligac&o. Outros tipos de polimorfismo podem ser decorrentes de
delecbes de sitios e inser¢Bes ou delegdes entre dois sitios de
anelamento adjacentes, provocando a auséncia de amplificacéo
ou a amplificagcdo de um fragmento de tamanho diferente, apa-
recendo como uma nova banda no gel. De qualquer forma, o
polimorfismo detectado por estes marcadores tem natureza bi-
naria, ou seja, um determinado fragmento ou banda esté presen-
te ou ausente no gel (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Bandas de
tamanhos diferentes sdo consideradas locos diferentes.

Marcadores RAPD sdo dominantes, o que significa que in-
dividuos homozigotos dominantes para um determinado loco e
individuos heterozigotos ndo podem ser diferenciados a partir
do perfil de amplificagcdo uma vez que ambos serdo representa-
dos pela presenca de uma banda no gel. Marcadores RAPD sdo
considerados neutros e aparentemente estdo distribuidos ao aca-
so por todo o genoma (Williams et al., 1993), representando
desde sequiéncias de cépia Unica até sequéncias altamente
repetitivas (Williams et al., 1990; Ferreira & Grattapaglia,
1995). Chalmers et al., (1992), realizando experimentos de
hibridizagdo pela técnica de Southern blot, concluiram que o
polimorfismo genético detectado por estes marcadores revelou
apenas um alelo por loco, o qual correspondia ao produto am-
plificado visualizado em gel. Aagaard et al. (1998) concordam
com esta conclusdo de Chalmers et al. (1992), entretanto acre-
ditam que o alelo nulo possa corresponder a uma espécie de
“grupo de alelos’, ou seja, diversos tipos diferentes de mutagéo
podem resultar na auséncia de amplificagéo representada pela
falta da banda no gel.

Vantagens e limitacgdes da técnica de RAPD

Entre as vantagens freqlientemente citadas para a técnica
de RAPD, pode-se destacar: simplicidade, rapidez, baixo custo,
demanda de quantidades minimas de DNA para realizagédo das
analises, possibilidade de estudo de espécies sobre as quais ndo
se tem nenhum tipo de informagdo genética e espécies com
pouco ou nenhum polimorfismo em locos isoenzi méaticos.

O fato da técnica de RAPD demandar uma quantidade mi-
nima de DNA por reacdo (cerca de 10 a 25 ng), torna esta anali-
se especialmente atraente para o estudo genético de plantas,
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dado as dificuldades encontradas para a obtengdo DNA em
grande quantidade e de boa qualidade para as amplificacBes em
muitas espécies (Romano & Brasileiro, 1999). Da mesma for-
ma, também torna a técnica interessante para o estudo de espé-
cies raras ou ameagadas, nas quais pode ser bastante complica-
do obter amostras de tecido em quantidade suficiente para a ex-
tracdo de maior quantidade de DNA (Brauner et al., 1992;
Rossetto et al., 1995; Black-Samuelsson et al., 1997). Diversos
autores (e.g. Rossetto et al., 1995; Fritsch & Rieseberg, 1996)
consideram que a técnica de RAPD, por demandar pouca quan-
tidade de DNA para as andlises e pela grande possibilidade de
se detectar polimorfismo genético, seja especialmente recomen-
dada para estudos de populagdes raras ou ameacadas. Outra ca-
racteristica que torna a técnica de RAPD interessante para o es-
tudo de espécies ameagadas é a velocidade com que informa-
¢Oes genéticas relevantes podem ser produzidas. Através da téc-
nica de RAPD é possivel conhecer a diversidade e a estrutura
genética de populagdes de uma espécie ameagada com poucas
semanas de trabalho laboratorial. Tais informagbes podem ser
prontamente utilizadas como ferramenta auxiliar no delinea-
mento de estratégias de conservagdo in situ ou ex situ. Em mui-
tas situagBes envolvendo conservagdo, a tomada de decisdes em
curto prazo pode ser importante.

Por utilizar primers de seqliéncia arbitraria, a técnica de
RAPD permite arealizago de andlises genéticas diretamente ao
nivel de DNA sem a necessidade de nenhum conhecimento pré-
vio sobre a genética da espécie a ser estudada. Técnicas de ana-
lise de DNA que demandam o uso de primers especificos para a
amplificac@o de determinadas seqiiéncias dificilmente poderiam
ser usadas para o estudo de um grande nimero de espécies so-
bre as quais praticamente ndo ha nenhum tipo de informagao
sobre caracteristicas genéticas, demogréficas ou ecoldgicas, in-
cluindo-se nesse grupo boa parte das arbéreas tropicais (Nason
et a., 1997).

Trabalhando-se com a técnica de RAPD, é possivel obter
facilmente um grande nimero de marcadores, freqlientemente
mais de 80, enquanto que estudos genéticos feitos através da
utilizagdo de isoenzimas dificilmente conseguem obter mais do
que 30 locos para andlise. Considerando-se que um namero ili-
mitado de marcadores podem ser produzidos, bastando usar um
grande nimero de primers, € possivel encontrar marcadores
RAPD polimoérficos mesmo em espécies com niveis muito bai-
xos de polimorfismo para locos isoenzimaticos (Hadrys et al.,
1992). Heun et al. (1994) destacam que provavelmente a contri-
buicdo mais importante trazida por estes marcadores seja a pos-
sibilidade de determinar de forma mais acurada as relagfes en-
tre individuos e populagdes semelhantes demais para serem di-
ferenciados por isoenzimas. Para muitas espécies raras ou
ameagadas, com populaces de tamanho pequeno, ou espécies
de plantas que se reproduzem principal mente por auto-fecunda-
¢ao, as isoenzimas podem néo revelar polimorfismo e, nesse
caso, atécnica de RAPD aparece como uma alternativa bastante
interessante (Brauner et al., 1992).

Além das vantagens j4 citadas da técnica de RAPD, em re-
lac8o as isoenzimas, pode-se destacar ainda que enquanto estas
refletem apenas regifes codificadoras, ja que avaliam o produto
final de alguns genes, a técnica de RAPD faz uma amostragem
mais abrangente do genoma, refletindo regides repetitivas e de
sequéncia Unica, regides codificadores e nédo-codificadoras
(Hadrys et al., 1992; Lynch & Milligan, 1994; Fritsch &
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Rieseberg, 1996). Em relacdo a técnica de RFLP (restriction
fragment lenght polymorphism), a técnica de RAPD é muito
mais simples, requer uma quantidade menor de DNA para as
analises e dispensa a utilizagdo de compostos radioativos
(Fritsch & Rieseberg, 1996).

Entre as limitagdes da técnica, duas podem ser considera-
das as mais importantes. Uma delas se refere a caracteristica
dominante do marcadores RAPD que n&o permite a diferencia-
¢do de individuos heterozigotos e, consequentemente, a obten-
¢do de outras informagdes relevantes para estudos genéticos.
Outra limitagdo, bastante avaliada durante os primeiros anos de
aplicagcdo da técnica de RAPD, é a questdo da baixa repetibi-
lidade de algumas bandas.

A caracteristica dominante da técnica de RAPD certamente
traz alguns inconvenientes, principalmente do ponto de vista da
andlise estatistica. Clark & Lanigan (1993), Lynch & Milligan
(1994) e Stewart & Excoffier (1996) sdo alguns autores que
tem procurado desenvolver metodologias de andlise dos dados
visando contornar o problema da dominancia. Os dois primei-
ros baseiam suas analises na premissa de que a(s) popu-
lacéo(Bes) esta(do) em equilibrio de Hardy-Weinberg. Entretan-
to, apesar de vérios autores trabalharem com esta premissa (e.g.
Smith & Pham, 1996; Aagaard et al., 1998; Morden & L oeffler,
1999), esta pode n&o corresponder a realidade em muitas popu-
lagBes naturais, onde diferentes graus de endogamia ou auto-fe-
cundacdo afastam a populacgdo do equilibrio. Por outro lado, a
analise de variancia molecular (AMOVA - analysis of
molecular variance), desenvolvidada por Excoffier et al. (1992)
para analise de hapl6tipos de DNA mitocondrial e adaptada por
Stewart & Excoffier (1996) para analisar dados de RAPD, tra-
balha com fen6tipos RAPD e dispensa qualquer premissa rela-
cionada ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Esta andlise tém sido
muito utilizada com dados de RAPD (Huff et al., 1993;
Palacios & Gonzédlez-Candelas, 1997; Lacerda et al., 2001),
mostrando-se uma ferramenta eficiente para determinar a diver-
sidade e a estrutura genética das populacfes estudadas, permi-
tindo inclusive a determinagéo de alguns indices da estatistica F
de Wright (1951) e sua significancia. Um outro indice bastante
utilizado com dados de RAPD (Yeh et al., 1995; Wolff et al.,
1997; Lacerda et al., 2001), apesar de ndo ter sido criado com
esta finalidade, é o indice de Shannon (Lewontin, 1972; King
& Schaal, 1989). Estimado a partir das frequéncias de presenca
e auséncia de bandas, o indice de Shannon mede a variagéo ge-
nética intrapopulacional (diversidade fenotipica), em analogia a
heterozigozidade esperada, sem a necessidade de assumir que
as populagdes estejam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Estas
e outras analises tém permitido extrair o maximo de informagéo
a partir de dados de RAPD, apesar de sua caracteristica domi-
nante e sua natureza binéria que fazem com que a quantidade
de informac&o obtida por loco seja menor, quando comparada a
marcadores co-dominantes como as isoenzimas e o RFLP
(Fritsch & Rieseberg, 1996). Estimativas de frequéncias
alélicas e genotipicas e de heterozigozidade s6 podem ser obti-
das com precisdo através da utilizac8o de marcadores co-domi-
nantes, limitando o uso da técnica de RAPD na determinacdo
de importantes parémetros da genética de popul agdes como, por
exemplo, sistema de acasalamento e grau de endogamia. Entre-
tanto, a despeito desta limitac8o, alguns autores tém utilizado a
técnica de RAPD para estimar taxas de cruzamento (e.g. Fritsch
& Rieseberg, 1992). Kermit Ritland desenvolveu o programa

MLDT que estima taxa de fecundagdo cruzada (t) e coeficiente
de endogamia (F) a partir de marcadores dominantes, incluindo
RAPD (home-page: http://genetics.forestry.ubc.ca/ritland/
programs.html).

A baixa repetibilidade de algumas bandas é fregiientemente
citada na literatura como uma das principais limitacGes da téc-
nica. Em funcgdo disso, diversos estudos foram realizados, prin-
cipalmente entre 1991 e 1995, na tentativa de esclarecer melhor
a natureza destes marcadores, avaliar os principais fatores que
interferem na qualidade das amplificacfes, apontar as origens
dos problemas mais comumente citados e sugerir protocolos
considerados mais eficientes (e.g., Ellsworth et al., 1993; Heun
& Helentjaris, 1993; Halldén et al., 1996; Rabouam et al.,
1999). Muitos destes estudos destacam que alteracfes nas con-
centragdes de cloreto de magnésio, DNA gendmico, primer e
Taq polimerase sdo as principais causas para o aparecimento de
bandas consideradas artefatuais. Uma outra causa freqiiente-
mente apontada de baixa repetibilidade é a competicéo entre os
sitios de ligag&o dos primers por substrato e reagentes (Heun &
Helentjaris, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1995; Halldén et al.,
1996). Esta competicdo e bandas artefatuais decorrentes de
rearranjos parecem ser ainda os problemas mais sérios da técni-
ca (Nybom & Bartish, 2000). De qualquer forma, parece haver
um consenso de que a realizagdo de estudos prévios para a es-
colha dos primers mais adequados para a espécie avo do estu-
do, o estabelecimento das concentragdes 6timas dos reagentes e
do programa de PCR e uma cuidadosa atengdo aos detalhes re-
duzem bastante a possibilidade de se obter bandas de baixa
repetibilidade (Hadrys et al., 1992; Heun & Helentjaris, 1993;
Virk et a., 1995). Alguns autores tém optado pela utilizagdo da
técnica AFLP (amplified fragment length polymorphism) que
reline muitas das vantagens do RAPD & uma maior repetibi-
lidade, uma vez que utiliza primers maiores. Entretanto a
AFLP, também apresenta caracteristica dominante e € relativa-
mente mais cara e trabalhosa do que a técnica de RAPD
(Ferreira & Grattapaglia, 1995), limitando relativamente sua
utilizac&o.

Aplicagdes da técnica de RAPD

Desde seu surgimento em 1990, muitos estudos tém de-
monstrado a utilizag8o da técnica de RAPD na realizagdo de
andlises genéticas com diferentes finalidades em diversos gru-
pos taxondmicos de plantas, animais e microorganismos. E pro-
vavel que a principal utilizagdo da técnica de RAPD na genéti-
ca e conservacdo de plantas seja a determinagdo da diversidade
e da estrutura genética em populagdes naturais. Diversos traba-
lhos ilustram esta aplicac@o da técnica na avaliagdo do status
genético de populacBes de plantas de diversas familias diferen-
tes, visando ndo apenas a caracterizagdo, como também a con-
servagdo destas espécies (e.g. Chalmers et al., 1992; Rossetto et
al., 1995; Bonnin et a., 1996; Palacios & Gonzéles-Candelas,
1997; Cardoso et al., 1998; Lacerda et al., 2001). Rossetto et al.
(1995) realizaram um estudo utilizando a técnica de RAPD na
andlise dos 27 individuos remanescentes da espécie Grevillea
scapigera. Os resultados obtidos permitiram selecionar uma
grupo de 10 plantas, que mantinha boa parte da variagdo genéti-
ca detectada, para ser usado em um programa de recuperagéo da
espécie. Cardoso et al. (1998) puderam identificar areas de ma-
xima diversidade entre populagfes naturais de Caesalpinia
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echinata (o ameagado “pau-brasil”), usando a técnica de RAPD
como uma ferramenta preliminar para o estudo da espécie. A
recomendagdo dada pelos autores, baseada na diversidade e na
estrutura genética das populagfes analisadas, € que plantas de
diferentes popul agdes e de diferentes regides deveriam ser usa-
das em um programa de recuperacdo. Trabalhando com popula-
¢Oes naturais da espécie arbdrea Plathymenia reticulata,
Lacerda et al. (2001) puderam estabelecer os niveis de diversi-
dade genética presente dentro e entre as populagdes. Apesar de
ndo se tratar de uma espécie ameagada, P. reticulata é caracte-
ristica do bioma Cerrado que se encontra muito ameagado pela
acdo do homem e com poucas espécies avaliadas do ponto de
vista genético. O estudo ressalta a importancia da preservagédo
dos fragmentos onde a espécie pode ser encontrada e se propde
a servir como referéncia para futuros estudos que visem avaliar
os impactos da fragmentagéo de habitats na diversidade e na es-
trutura genética de populagdes naturais. Estudos de diversidade
e estrutura genética em plantas, utilizando RAPD, tem sido t&o
freqlientes que, recentemente, Nybom & Bartish (2000) publi-
caram uma revisdo sobre o tema, correlacionando alguns pa-
drbes encontrados com caracteristicas das espécies estudadas, a
exemplo do que haviam feito Hamrick & Godt (1989) com tra-
balhos utilizando isoenzimas.

A técnica de RAPD também tem sido usada para o estabe-
lecimento de relagdes filogenéticas e diferenciacdo de espécies
proximas (Arnold et al., 1991; Linfante & Aguinagalde, 1996;
Wolff & Morgan-Richards, 1998) bem como para a detecgdo de
hibridos (Daehler & Strong, 1997; De Greef & Triest, 1999;
Kuehn et al., 1999). Por produzir um grande nimero de
marcadores, a técnica de RAPD permite encontrar alguns espe-
cificos de géneros, espécies, subespécies ou ragas, tornando a
técnica interessante para o estabel ecimento de relacfes taxono-
micas (Hadrys et al., 1992; Aagaard et a., 1995). A diferencia-
¢éo de espécies ao nivel molecular e a identificagéo de hibridos
podem ser importantes para o delineamento de programas de
conservagado, uma vez que, entre outras coisas, auxiliam deci-
sbes sobre alocagdo de recursos financeiros e permite sugerir
cautelas a serem tomadas quanto a translocagéo de individuos.
Daehler & Strong (1997), por exemplo, mostram como a técni-
ca de RAPD foi utilizada para identificar hibridos (na natureza
e em casa de vegetacdo) entre a planta nativa Spartina foliosa e
aintroduzida S. alterniflora (Califérnia, USA) e sugerir estraté-
gias de conservagdo da espécie nativa. Quatro primers RAPD
permitiram a identificaco de marcadores espécie-especificos e
a comprovacdo da ocorréncia de hibridizacdo entre S. foliosa e
S. alterniflora e entre o hibrido e S. foliosa. Em funcéo de com-
peticdo com a espécie invasora, introgressao e competicdo com
os hibridos, S. foliosa estava sujeita a risco severo em algumas
regides dentro de sua érea de ocorréncia. Os autores sugeriram
gue S. alterniflora ndo fosse introduzida em outras localidades
e que a translocagdo da espécie nativa fosse feita com cautela,
pois os hibridos, morfologicamente semelhantes a espécie nati-
va, poderiam ser propagados acidentalmente. Lacerda (2000)
identificou marcadores RAPD especificos para Plathymenia
reticulata e P. foliolosa, duas espécies arboreas que, por sua
grande similaridade morfol6gica, sdo de dificil identificagdo a
partir de colegBes de herbario (Heringer & Ferreira, 1973;
Lewis, 1987). O estudo indicou ainda uma possivel ocorréncia
de fluxo génico entre as duas espécies, uma vez que uma das
populagdes analisadas de P. foliolosa apresentou marcadores

caracteristicos de P. reticulata. Outros estudos deverdo ser fei-
tos para comprovar se esta populagédo pode ser apontada como
parte de uma zona hibrida entre P. reticulata e P. foliolosa. Os
marcadores espécie-especificos encontrados poderdo servir
como futura referéncia para aidentificacéo de individuos destas
duas arboreas.

Por sua rapidez e simplicidade, alguns autores (Virk et al.,
1995; Heun & Helentjaris, 1993) consideram a técnica de
RAPD também muito adequada para a avaliagdo da diversidade
genética em bancos de germoplasma. Outras aplicacdes da téc-
nica de RAPD incluem: produgdo de fingerprintings (Wilde et
al., 1992), construcdo de mapas genéticos (Williams et al.,
1990) e estudos de origem de polipldides (Brochmann et al.,
1998).

Os exemplos relatados ilustram algumas das principais
aplicagoes da técnica de RAPD na biologia da conservagdo. As
revisdes de Hadrys et a. (1992) e Fritsch & Rieseberg (1996)
também fazem algumas consideragdes sobre a aplicagdo da téc-
nica de RAPD em ecologia molecular e genética da conserva-
Gao.

Conclusao

A técnica de RAPD mostra-se especialmente indicada para
a realizagdo de estudos em espécies desconhecidas genetica-
mente, por utilizar primers pequenos e de seqiiéncia arbitréria,
e espécies raras ou ameagadas, por demandar pegquena quanti-
dade de material para as andlises, por ter grande potencial para
detectar polimorfismo genético e por permitir a obtencéo répida
de resultados. Por seu custo relativamente baixo, a técnica de
RAPD é uma ferramenta acessivel & muitos laboratdrios, permi-
tindo a estimativa de importantes par@metros genéticos em cur-
to tempo. A caracterizag8o genética de populaghes e espécies
de plantas, ameagadas ou ndo, € um passo complementar impor-
tante para o delineamento de estratégias de conservacdo in situ
ou ex situ.
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