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A analise do genoma bacteriano tem despertado 0 interesse na sistematica e
taxonomia, deduzindo as relacdes evolutivas dentro do grupo dos microorganismos.
Estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio do ar, Rhizobium, tém relatado a
divergéncia genética nesse género atraves da hibridagao DNA-DNA ou DNA-RNA,
enzimas metabdlicas, RFLP, entre outras. Porém, nosso trabalho foi utilizar a técnica
RAPD para discriminar a nivel molecular as espécies e estirpes de Rhizobium e
determinar a distancia genética entre as espécies e estirpes por meio dos marcadores
moleculares RAPD. As espécies e estirpes utilizadas foram R. tropici (CFN 299, F98-5e
CIAT 899) e R. etli (CFN 42 e CNPAF 146), as quais foram incubadas em meio liquido
79 para posterior isolamento do DNA. Vinte e um primers foram testados quanto a
amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase. Os produtos amplificados foram
separados em eletroforese de agarose (1.4%), corados por brometo de etidio e
visualizados em UV. Desses, somente 11 apresentaram um perfil eletroforético, gerando
121 bandas das quais 5 foram monomdrficas. Cada locus amplificado foi referido de
acordo com a presenca (1) ou auséncia (0) dos locus resultantes, podendo assim
montar a matriz binéria. A partir dessa matriz foi possivel estimar a matriz das
distancias entre as estirpes através do modelo do Percentual de Desacordo, revelando
uma diferenca de 40% entre as estirpes CIAT 899 ¢ CFN 299 e a maior dissimilaridade
de 56% entre as estirpes CNPAF 146 e CFN42. Analise de cluster foi feita pelo método
UPGMA e a divergéncia genética foi obtida pelo percentual de desacordo na matriz de
dissimilaridades gerada. As estirpes CFN 299 e CIAT 899 apresentaram a menor
divergéncia genética de 20%: F 98-5 em relacdo a esse cluster apresentou uma distancia
de aproximadamente 47%, seguido de CFN 42 e CNPAF 146, com 49% e 51%,
respectivamente. Os resultados apontaram alguns possiveis marcadores moleculares,
tanto para a espécie R. tropici quanto R. etli, os quais devem ser avaliados para
poderem representar uma melhor opgdo de selecdo para estirpes tolerantes a altas
temperaturas. Nossos estudos demonstraram que marcadores moleculares de RAPD

podem ser uteis para estudos filogenéticos no género Rhizobium.



| INTRODUCAO |

0 estudo de bactérias fixadoras de nitrogénio do ar tem
sido de grande interesse para d agricultura ha mais de um
século. Nos ultimos anos, tornou-se ainda mais interessante, por
ser uma forma barata de conseguir compostos quimicos
nitrogenados de grande importancia biologica e econdmica, e
por representar um significante parametro no aprimoramento
de projetos de desenvolvimento autosustentavel. Isso permite
resolver parte dos graves problemas ecologicos decorrentes do
uso abusivo de fertilizantes nitrogenados, além de ser essencial

para a preservacdo da biodiversidade.

Aplicacdes de calcario e adubo em solos éacidos corrigem a
toxicidade e suprem de elementos deficientes. Entretanto, a

adubacdo em muitas areas nio & sempre economicamente



possivel devido ao alto prego e custo no transporte. Por essa
razdo, O desenvolvimento de sistemas adaptados envolvendo
estirpes de Rhizobium tolerantes a acidez e aluminio, e plantas
tolerantes ao pH é4cido e adaptadas a baixa fertilidade do solo, €

uma estratégia de grande beneficio (Bordeleau, 1994).

A anélise do genoma bacteriano tem despertado o interesse
de varios sistematas ¢ taxonomistas, visando identificar
unidades sistematicas baseadas em similaridades filogenéticas,
deduzir as relagoes evolutivas entre essas unidades, através dos
dados moleculares. Esses dados nio tem revelado apenas o
parentesco entre espécies  de bactérias, mas também
demonstrado a existéncia da diversidade de marcadores
genéticos dentro do grupo de microorganismos (Martinez-

Romero, 1994).

Estudos tém revelado uma importante introspeccao dentro
dos aspectos moleculares da interagéo planta/hospedeiro. Essa
relacao foi mais intimamente acompanhada apés a descoberta
de genes das linhagens de Rhizobium e suas funcoes,
distribuidos no cromossomo e em um ou mais plasmidios. Um
desses plasmidios, chamado de plasmidio sym, contém varios
genes de importancia para a interacdo simbidtica. Entre esses
genes estdo 0s genes nif, que se relacionam com O sistema de
fixacdo de nitrogénio e regulagdo de sua sintese (Kaluza et al,

1983); os genes fix, que codificam para diferentes funcoes com



papel especifico de suportar a fixacio de nitrogénio, ¢
finalmente os genes nod, que desempenham um papel durante a

infeccao e nodulacao (Quispel, 1988).

As modernas técnicas que possibilitam classificar bactérias
que nodulam raizes, tem conduzido ao reconhecimento de novas
espécies e generos. Dentro do género Rhizobium estao incluidas
as espécies: R. leguminosarum, R. meliloti, R.loti, R. fredii, R.

galegae, R. tropici, R. huakuii e R. etli.

O R. tropici nativo da América do Sul e Central foi
encontrado também em solos acidos do Quénia. Ele possui uma
unica copia do gene nif no plasmidio, e apresenta uma
capacidade de fixar quantidades maiores de nitrogénio em altas
temperaturas, € maior estabilidade simbiotica, nodula Phaseolus
vulgaris (Feijao) e Leucaena spp (Martinez et al, 1993).
Segovia et al (1993) sugeriu que linhagens de R. etli foram
introduzidas na Europa juntamente com O feijao, possuindo
multiplas copias do gene nif no plasmidio, e tendo varias
mudancas restritas para nodulacao, mas nodulando somente P.
vulgaris. Esta espécie foi criada recentemente para reclassificar
a R. leguminosarum bv phaseoli. Ambas espécies sao de origem

americana, mas exclusivamente de areas tropicais.

Os métodos mais utilizados para estudos em taxonomia e

sistematica de bactérias sao discutidos por Schleifer &

Stackebrandt (1983), Selander et al. (1986), Graham et al.



(1991): analise polimo’rﬁca de hibridizacio DNA-DNA ou DNA-
RNA, variagao das sequiéncias do rRNA 16S, DNA repetitivo
(REP-PCR), analises eletroforéticas de enzimas metabdlicas e

RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphisms).

um dos avangos para estudos de biodiversidade
apareceu com o advento da técnica da Reacao em Cadeia da
polimerase (PCR), sendo também o seu principio util para a
derivacdo de outras técnicas de grande utilidade (Schierwater,
1995). Essa técnica baseia-se na amplificacao in vitro de uma
- finidade de copias de um segmento do DNA, pela agdo da
enzima DNA polimerase. A reacio se processa em ciclos
compreendidos de uma fase de desnaturacao, uma de
anelamento e outra de extensao. Primeiramente, a fita dupla de
DNA alvo é separada através da elevacio da temperatura (92 a
95 9C). Em seguida, ocorre uma reducdo dessa temperatura (35
a 60 °C) a fim de que pequenas moléculas de DNA de fita
simples denominadas primers, que sao complementares  as
sequiéncias que flanqueiam a regiao alvo, hibridizem-se com as
fitas do DNA molde. Na proxima etapa, 2 temperatura & elevada
a 72°C para que a enzima Taq DNA polimerase realize a sintese
de um segmento que tem inicio na extremidade 3’ de cada
primer, e que envolve a adicio de nucleotideos utilizando como

molde a sequéncia alvo. Essas etapas se repetem varias vezes, de



modo que O humero de copias dobra ao final de cada ciclo,

aumentando em progressao geométrica .

Uma nova técnica derivada da PCR, surgiu a partir de dois
grupos independentes (williams et al, 1990; McClelland, 1990),
que utilizando primers curtos € de sequéncia arbitraria,
dispensaram O conhecimento prévio das sequéncias que
flanqueavam 0 fragmento alvo. A técnica ficou conhecida como
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), onde fragmentos
de DNA do genoma sao amplificados pelo uso de um unico
primer de sequiéncia nucleotidica arbitraria. Varios fragmentos
sao amplificados quando esse primer encontra sequéncias
complementares a0 longo do genoma, anelando-se as fitas
semiconservativas do DNA template. Quando um grupo de
individuos ou classes taxonomicas sdo analisadas, 0s produtos
monomorficos ~ ou polimérficos dessas  amplificacoes,
dependendo do caso, correspondem a marcadores moleculares

RAPD.

Hadrys et al (1992) sugeriu uma nova técnica para
discutir questoes em sistematica e filogenética, a Amplificacao
Arbitraria do DNA (AAD). Essa técnica independe de alguma
informacao prévia sobre O genoma, utiliza pequenas
quantidades de DNA, e produzem marcadores altamente

efetivos em termos de custo € exigéncia de tempo. Esses



marcadores tém surgido como umd poderosa ferramenta para a

analise de parentesco € diversidade genética.

Uma caracteristica fundamental desses marcadores RAPD &
o fato deles se comportarem como marcadores genéticos
dominantes, ou seja, sa0 ampl'\ﬁcadas sequiéncias de individuos
tanto homozigotos quanto heterozigotos, e O polimorfismo é
reconhecido como a presenca de um fragmento especifico
amplificado em um gendtipo, mas nio em outro. 1Isso pode ser
resultado de delecoes que alteram o sitio de ligacéo do primer
impedindo uma associacdo com o DNA molde, ou de insercoes
que mudam 0 tamanho do segmento a ser amplificado. Isso
proporciona 2 produgao de fragmentos de ‘tamanho
diferenciado, gerando um polimorfismo (williams et al., 1990;
Welsh & McClelland, 1990). A alteracdo de uma Unica base no

genoma também pode prevenir a amplificacao.

Facilidade, simplicidade, necessidade de  pequenas
quantidades de DNA para andlise, rapidez em gerar altos
numeros de marcadores, aplicagoes em estudos de qualquer
espécie, e facilidade em detectar polimorfismos sem requerer
conhecimento da sequéncia gendmica, $ao0 algumas das
vantagens que €ssd técnica fornece para a analise de
variabilidade genética em relacdo aos demais métodos (Welsh &
McClelland, 1990; williams et al,, 1990; Caetano-Anollés, 1991;
Hu & Quiros, 1991 Schierwater, 1995).



A principal desvantagem da técnica é que Os padroes
gerados sao bastante sensiveis as condicoes de reacao, podendo
levar a uma baixa reproducao dos resultados da amplificacao
(Weeden et al, 1992). Varios fatores como concentragao de
magnésio, temperatura de anelamento do primer , tamanho e
composicao das bases do primer (Ellsworth et al, 1993),
qualidade do DNA molde (Weeden et al, 1992), concentragao do
DNA molde e do primer (Kernodle et al, 1993), e até mesmo OS
termocicladores (Meunier & Grimont, 1993) e marcas de DNA
polimerases (Schierwater & Ender, 1993), afetam a
amplificacao, devendo ser devidamente controlados através de
otimizacao.

Mesmo assim, a técnica do RAPD vem sendo utilizada com
grande sucesso em varios estudos genéticos, como: identificacao
de hibridos, mapeamento genético, identificacao de cultivares,
geracao de fingerprinting, variabilidade genética desde

populagdes ate géneros, entre outros.

Comparagoes dessa técnica com outras moleculares ou
bioquimicas para avaliacio da diversidade genética e estimativa
de parentesco, permitem compreender os mecanismos que

operam em evolucao, produz'mdo resultados confidveis e

consistentes.



A auséncia de trabalhos comparativos abordando as
espécies R. etli e R. tropici por meio dos marcadores RAPD,
permitiu-nos dirigir e formular os objetivos deste trabalho:

(1) utilizar a técnica RAPD para discriminar a nivel
molecular espécies e estirpes de Rhizobiume

(2) determinar a distancia genética entre as
espécies e estirpes por meio dos marcadores

RAPD.



9
MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de
Genética Molecular, do Departamento de Genética e Bioquimica,
da Universidade federal de Uberlandia (MG), durante o periodo

de janeiro a novembro de 1997.
Obtencio das estirpes
As espécies e estirpes investigadas neste estudo foram: K.

tropici (CFN-299, F-98.5 ¢ CIAT-899) e R. etli (CFN-42 e CNPAF-

146), as quais foram obtidas liofilizadas do Centro Nacional de
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Pesquisa de Agrobiologia (CNPAB-R)) e armazenadas em placas

de petri a #°C, no Laboratdrio de Genetica Molecular da UFU.

Crescimento Celular

As culturas que estavam crescidas em meio sélido, em
placas de petri, foram utilizadas para inocular 0 meio liquido
79, cuja composicao consiste  das  seguintes solucdes
concentradas a 10%: 1ml K,HPO#, 4ml KH,PO4, 2ml MgSO,
7H,0, 1ml NaCl, 400mg de extrato de levedura, 10g de
sacarose € completadas para 1 litro de agua. Apds O meio ser
osterilizado dentro de Erlenmayer devidamente lacrados, em
autoclave, € apos esfriados, as células bacterianas foram

transferidas, em camara de fluxo.

Isolamento do DNA

Apds um crescimento celular de 48 horas a 32°C, numa
incubadora com agitagao a 180 opm (oscilacoes por minuto), 0
DNA foi extraido pela técnica do cloroférmio-alcool isoamilico.
Essa técnica consiste em precipitar células bacterianas a 10.000
rpm por 10 minutos, adicionando posteriormente 0.5 ml de
tampao de extracio (SDS 1%, EDTA 0.005M, Tris-HCl 0.1M,
NaCl 0.2M e proteinase K 100pl/ml) ao pellet formado, e
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incubando a 50°C por 1 hora. Ao fim de agitacoes leves a cada
15 minutos, um choque térmico (em gelo) por 5 minutos €
fornecido. Decorrido este tempo, as amostras foram retiradas
do banho-maria, e adicionado igual volume de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1), agitando com suaves inversoes por
cerca de 5 minutos. Os microtubos foram balanceados e
centrifugados a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
foi transferido para outro microtubo, procedendo novamente a
extracdo com cloroférmio-alcool isoamilico. Para a precipitacao
do DNA, adicionou-se 2(3 do volume de isopropanol gelado (-
20°C) ao sobrenadante obtido. Inversdes suaves nos tubos
foram realizadas até que 05 scidos nucléicos se tornassem
visiveis. O écido nucléico foi deixado overnight a 40C para
aumentar a eficiéncia da precipitacao. Cada tubo foi novamente
centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos, e os pellets de DNA
colocados para secar a temperatura ambiente. Em seguida,
foram ressuspendidos em 200y! de tampédo TE [Tris-HCl 10mM
(pH 8.0), EDTA 0.1mM] contendo RNase 2 uma concentracao

final de 10ug/ml e incubados por 30 minutos a 37°C.

As amostras de DNA foram diluidas em uma relacdo de
10:1000ul (amostra de DNA/ volume final), e lidas em um
espectrofotometro de luz ultravioleta a um comprimento de
onda de 280nm para proteinas, e 260nm para DNA. A

quantificacao foi realizada de acordo com a formula:
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[DNA)(ng/mD = Az X 50 x f
onde, Ay € @ absorvancia em 260nm, € f o fator de diluicao.
Nesse caso, o valor de f para as amostras foi igual a 1000/10.
As mesmas foram avaliadas quanto a relacao DNA/proteina
(A,col Azso)> CUJA relacio 6tima esta entre 1.6 a 2.0, e quanto a
qualidade do DNA por perfil eletroforético. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose a uma concentracdo de 0.8% {0.8 g
de agarose, 100ml de tampao TBE 0.5X [Tris-borato 45mM,
EDTA 1mM (pH8.0)], 2.0pl de brometo de etidio (10 mg)} em
uma cuba Horizon 11-14 (Life Technologies) contendo tampao

TBE 0.5X durante 1 hora, com voltagem constante de 100 volts.

Amplificacao do DNA via Reacao em Cadeia da Polimerase pela

Técnica do RAPD

Um experimento preliminar para otimizacdo da reacao de
amplificacao foi montado utilizando o primer MAU Al fornecido
pela empresa GIBCOBRL, nas seguintes condicoes: quatro
concentracdes de mgcCl, (1.5, 2.5, 3.5, 45mM) e sete
concentracdes de DNA (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 100ng/reacdo).
Dois programas para amplificacao em um termociclador PTC-
100 (M] Research, Inc.) foram analisados: (1) 2 ciclos de
desnaturacao (1 min a 94°(C), anelamento (1 min a 35°C) e

extensio (2 min a 72 °C); seguido de 33 ciclos de desnaturacao
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(10 seg a 94 °0), anelamento (20 seg a 40 0C), extensdo (2 min
q 72 °C) e uma extensio final de 72 °C a 5 min; (2)
desnaturacao inicial de 94°Ca 3 min, 39 ciclos de desnaturagao
(1 min a 94 °C), anelamento (1 min a 35 0C), extensao (2 min a

72°C), e finalizando com 5 min a 72°C.

Cada reacdo partiu de um volume final de 25ul, com 0S
demais componentes: 1U Taq DNA polimerase (CENBIOT/UFRS),
tampao de reacdo 1X (10mM KCl, e 15mM MgCl,), 200uM de
cada dNTP (dinucleotideos trifosfato) e 10 pmoles de cada
oligonucleotideo iniciadores da reacao (primers). O volume foi
completado com agua ultrapura NANOpure (Barnstead). A cada
microtubo de reacao foi acrescentado 15ul de dleo mineral para

evitar a evaporacao.

Dez primers curtos (10 bases) e dos 11 primers longos (22
e 25 bases) foram avaliados, para amplificar 0s DNAs das 5

estirpes de Rhizobium.

Eletroforese e Coloragao

Aos tubos com produtos amplificados foram adicionados
5ul de tampdo Loading (azul de bromofenol, xileno cianol) e

10ul de cada amostra foi corrido em gel de agarose numa
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concentracio de 1.4% a voltagem constante de 120 volts em

tampéao TBE 0.5%.

Os géis foram corados com brometo de etidio, sendo este
adicionado ao gel ainda liquido, a uma concentracdo final de

0.5pg/ml de gel e visualizados em luz ultravioleta.

Analise dos Dados

Os produtos amplificados foram avaliados pela presenca ou
auséncia de bandas, sendo que O indice "1" foi dado a presenca,
¢ o indice "0" para a auséncia. Foram feitas andlises de cluster a
partir de uma matriz de distancias gerada por Percentual de
Desacordo, e pela lei de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetical Averages), através do
programa STATISTICA. Essa andlise transforma um grupo
heterogéneo de dados, em grupos que evidenciam aspectos a
divergéncia genética obtida pelo percentual de desacordo na
matriz de dissimilaridades. O final do processo ocorre quando
todas as unidades taxonomicas operacionais estiverem reunidas

num sé grupo, em um dendrograma.
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RESULTADOS e DISCUSSAO

para realizar a amplificacao do DNA gendmico das estirpes,
por marcadores RAPD, a quantificacao em espectrofotémetro e
posterior qualificacdo em gel de agarose (Figura 1) foram de
extrema importancia para a reproducéo das bandas geradas

pela PCR.

- CNPAT 146
-CEN 42
- CIAT 899
4-F98-5
5- CFN 299

Figura 1. Isolamento do DNA das estirpes das espécies R.
tropici e R. etli.

A estratégia usada para obter essa reproducdo no perfil de

bandeamento, envolvendo as diversas concentragoes de DNAS
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templates, MgCly, € condicoes nos ciclos da PCR, foram
essenciais para nao afetar a estringéncia da amplificacao, devido

4 baixa complexidade do genoma.

As concentracoes testadas que revelaram o melhor padrao
de bandas consistentes foram: 40 ng de DNA e 2.5 mM de
MgCl,; concentracoes acima de 50 ng nao amplificaram, porém
com 20 ng e 30 ng do template houve amplificacdo com menor
intensidade. Essas andlises também foram observadas por
Caetano-Anollés et al. (1991), onde baixos niveis de template
resultaram na geracao de bandas inconsistentes, e ao passo e
que se aumentava a concentracdo, 0 numero de sitios alvos
compensavam O ofeito e evitavam a inconsisténcia do

fingerprint.

Entre os 21 primers testados, apenas 10 produziram
resultados informativos para  as anélises (Tabela 1). As
amplificacdes com primers longos no programa (1) foram
eficientes, enquanto que 05 primers curtos apresentaram um
perfil eletroforético somente 1o programa (2), pois as
temperaturas  de anelamento  foram diferentes.  Essa
temperatura afeta a formacao, estabilidade e equilibrio entre
primer e template. Primers curtos requerem baixa temperatura
de anelamento para se adequarem a amplificacao, enquanto que
os primers longos, exigem temperaturas um pouco mais

elevadas.
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Sequéncias

5-CTTG GTGTTACTACCCCTGGG-_%’

5’-ATCCACACCCCCTCCACACAGT-3’
5-CATTTT CCACCCTCCCCTACAG-3’
5’—CTGACAAAAGGTGGCGA‘I‘FTCA-B’
5’-AATGTCACAC‘|‘I'GAATCGCATC-3’
5’—TGTGCTGGACACCGACTACAAAAA—S’
5’-GAGGAAATACAGAACTCAGCCG-3’
5 TCTGTGCTGG- 3’
5’ -AGGTGACCGT- 3’

5° -CAAACGTCGG- 3

Tabela 1. Lista dos primers longos e curtos tilizados, com suas respectivas

sequiéncias, que produziram informacdes para as estirpes de Rhizobium.

A analise dos primers revelou um total de 121 bandas, das
quais 35 foram geradas por primers curtos e 86 por primers
longos. Do total de bandas amplificadas 5 foram monomorficas,
e 116 foram polimorficas correspondendo @ 96% de
polimorfismo entre as 5 estirpes analisadas (Figuras 2a, 2b e
20).

para cada primer analisado, um numero variavel de bandas
ou fingerprinting foi observado. Cada locus amplificado foi
referido de acordo com a presenca (1) ou auséncia (0) dos locus
resultantes, podendo assim montar a matriz bindria.
Padrdes cujas bandas ficaram duvidosas, nao foram incluidas na

analise.
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M MAU202 MAU302 MAU601 MAU901

2049 485 394 42 146 249 Y85 vy 42 146 299 98-5 S99 42 146 200 98-5 849 42 ]

OPA14 OPA18

MAU402 OoPrVv19

Figura 2. Perfis cletroforéticos das amplificacdes RAPD das cinco estirpes. a)
Amplificagdes das amostras com primers longos; b) amplificagdes com primers
curtos; ¢) primers longo € curto. M, marcador de peso molecular; 299, CFN299;
08-5, F 98-5; 899, CIAT899; 42, CFN42; 146, CNPAF146.
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A partir da matriz binéria foi possivel estimar a matriz das
distancias entre as estirpes através do modelo do percentual de
Desacordo.

Essa matriz revelou uma diferenca de 4#0% entre as estirpes
CIAT 899 e CFN 299 correspondentes a R. tropici e a maior
dissimilaridade, de 56%, verificada entre as duas estirpes CNPAF
146 e CFN 42 de R. etli (Tabela 3).

CFN299 F98-5 CIAT899 CFN42

F 98-S 43
CIAT 899 40 .52
CFN42 45 52 S50

CNPAF 146 55 .50 A3 .56

Tabela 3. Matriz das distancias entre as
estirpes, gerada a partir do modelo do
Percentual de Desacordo.

um dendrograma foi confeccionado utilizando © método
UPGMA, baseado nos valores contidos na matriz da distancias,
para uma posterior analise de agrupamento entre oS taxons. As
estirpes CFN 299 e CIAT 899 apresentaram a menovr divergéncia
genética, correspondendo a 40%. Embora F 98-5 faca parte da
mesma espécie que as anteriores, esta apresentou uma
divergéncia maior em relacao ao cluster formado pelas estirpes
da sua espécie, aproximadamente 47%. Na espécie R. etli, a

estirpe CFN-42 apresentou distancia genética de 49% em relagdo
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a0 cluster formado pelas estirpes da espécie R. tropici. A
estirpe CNPAF-146 estd 51% distante do cluster formado pelas

demais estirpes juntas (Figura 5).

CFN299

CIAT899

F98-5

CFN42

CNPAF14

|

0.38 0.4 0.42 0.44 0.46 0.48 0.5 0.52
Distancia x 100 (%)

Figura 5. Dendrograma representativo da andlise de cluster, construido
a partir da matriz de distancias pelo modelo de agrupamento UPGMA.

De acordo com os resultados, a técnica do RAPD agrupou
as estirpes de forma concordante com a classificacao
estabelecida, baseada em caracteristicas morfoldgicas, €
sequéncias do rRNA 16S.

As  amplificacoes também  produziram bandas
monomdrficas para as estirpes da espécie R. tropici, que se
comportaram como polimorficas para as estirpes da espécie R.
etli. Houve também a ocorréncia de bandas monomdrficas para

a espécie R. etli, que se comportaram como polimorficas em
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relacio as estirpes da espécie de R. tropici. O primer OPA18
produziu uma banda de aproximadamente 506 bp monomorfica
para as tres estirpes da espécie R. tropici, enquanto que ©
primers MAU402 e OPV19, geraram duas bandas monomorficas
para as estirpes de R. etli de aproximadamente 340 e 800 bp,
respect'\vamente. Essas bandas devem ser testadas com relacé@o a
capacidade das estirpes, dentro de cada espécie, de tolerar altas
temperaturas. A importancia desses testes seria a de encontrar
algum marcador, por andlise de Linkage, que estivesse bem
préximo do gene de tolerancia a temperaturas elevadas. A
aplicacao desses marcadores, contribuiria para aumentar a
oficiencia da selecao de estirpes mais adaptadas a solos de

regides com temperatura muito elevada.
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CONCLUSAO

Esses estudos demonstraram que marcadores moleculares
de RAPD podem ser uteis para estudos filogenéticos no genero
Rhizobium. Na presente analise, os valores das distancias
genéticas obtidas e o dendrograma produzido, sao informativos
da relacao de parentesco entre as espécies estudadas, podendo
favorecer a selecdo e caracterizacao de linhagens tolerantes a
altas temperaturas, e capazes de manter suas caracteristicas
nessas condicoes. Essa selecio pode representar uma das
alternativas para inoculagao em culturas de solos tropicais.

Os resultados também apontaram possiveis marcadores
moleculares, que devem ser avaliados para poderem representar
uma melhor opcio de selecdo para estirpes tolerantes a altas

temperaturas.
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