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RESUMO

O emprego de praticas conservacionistas auxilia na manutencao da estrutura do solo, conserva a 4gua, reduz
os riscos de erosédo e flutuagbes na temperatura, além de melhorar a qualidade do solo. Mudancgas nas
praticas de manejo podem acarretar alteragcdes na populacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
influenciar na saude do solo e na producao agricola. Desta forma, objetiva-se avaliar a diversidade genética
de fungos micorrizicos arbusculares associados as raizes da cultura de cana-de-acUcar submetida ou ndo ao
sistema de terraceamento do solo. A pesquisa serd desenvolvida em megaparcelas instaladas no municipio
de Atalaia, onde esta sendo cultivada cana-de-aglcar, com e sem terracos. Serdo coletadas amostras de
raizes das plantas de cana-de-acUcar em 15 pontos distintos por megaparcela, distribuidos em grid e
georreferenciados. Serdo utilizadas 50 mg de raizes para extragcdo do DNA. ApGs a extragéo serdo realizadas
diluicbes para realizacdo da reagcdo de polimerase em cadeia. O DNA ribossomal da regido ITS sera
amplificado por um termociclador e os produtos obtidos serdo separados por eletroforese em gel de agarose
1,4%. Entado serao verificadas as correspondéncias entre o padrdo de bandeamento de DNA dos FMAs que
colonizavam as raizes em areas com terrago e sem terraco. Espera-se determinar o impacto da retirada de
terracos de areas de cultivo agricola sob a populacao de fungos micorrizicos arbusculares associados as
culturas de cana-de-acUcar na Mesorregido Noroeste do Parana.

PALAVRAS-CHAVE: Sustentabilidade Agricola; Simbiose; Terragos.

1 INTRODUCAO

O solo € um recurso natural complexo e heterogéneo, essencial a manutencéo do
meio ambiente e ecossistemas, € formado a partir de um material semiconsolidado oriundo
do processo de intemperismo fisico, quimico e biolégico sofrido pelas rochas. Este
desempenha funcdes ecolbgicas, como por exemplo o acumulo da energia solar na forma
de matéria organica, reciclagem da agua e nutrientes, suporte para o crescimento de
inUmeras espécies da fauna e flora, regulador dos ciclos de elementos quimicos, como
carbono, nitrogénio, potassio, enxofre e fésforo, e matéria-prima para artefatos humanos
(AHLAWAT et al., 2020).

Sarkar et al. (2020) apontam que um ter¢co do solo da Terra apresenta condi¢cdes
severas de degradacdo relacionada a varios processos, por exemplo: a intensificacao
agricola, a poluicdo do solo, a eroséo do solo, e a ma gestdo de recursos e desertificacéo.
Uma alternativa para monitorar estas alteracdes se da por meio do acompanhamento da
variagcédo da populagao microbiana do solo, entre os organismos que podem ser avaliados
destacam-se os fungos micorrizicos arbusculares.

Estes organismos apresentam simbiose essencial para o crescimento das plantas,
dando a planta acesso a nutrientes pouco sollveis e baixa difusdo por meio de redes de
hifas (FERROL et al., 2019). Quando associados as raizes das plantas, esses fungos
proporcionam beneficios contribuindo com a nutricdo de plantas, diminuindo o consumo de
fertilizantes, promovendo maximizacao do equilibrio ecolégico, maior crescimento, aumento
de producédo, preservacdo ambiental, maior tolerancia a estresses abioticos, melhor
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potencial hidrico, respostas positivas a déficit hidrico (DURAZZINI et al.,, 2016;
RODRIGUES et al., 2018). Estudos com esses microrganismos tem demostrado seu uso
na recuperacao de areas degradadas pela mineralizacdo e recuperacdo de solos com forte
erosdes (CHAER et al., 2011), além do seu papel ja conhecido em disponibilizar compostos
nitrogenados as plantas em troca de fotoassimilados (DALL’AGNOL et al., 2017).

Desta forma, pesquisas que visem avaliar as mudancas na populacédo de fungos
micorrizicos desencadeadas por altera¢des nas praticas de manejo do solo, como a retirada
dos terracos, em areas produtivas agricolas sdo de suma importancia, visando verificar a
qualidade dos solos e manter a sustentabilidade da producgéo agricola e a saude do solo.
Assim, objetiva-se avaliar a diversidade genética de fungos micorrizicos arbusculares
associados a raiz da cultura de cana-de-aglcar submetida ou ndo ao sistema de
terraceamento do solo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDOS E AMOSTRAS

O projeto sera desenvolvido em duas megaparcelas instaladas no municipio no
municipio de Atalaia, onde estd sendo cultivada cana-de-acucar. A area experimental
composta por 2 megaparcelas de 2,0 ha cada sendo: Megaparcela |. Plantio e colheita
mecanizada da cana-de-agucar sem queima e sem o emprego de praticas mecéanicas de
controle do escoamento (sem terracos) e Megaparcela Il: Plantio e colheita mecanizada da
cana-de-aglcar sem queima, associado a praticas mecanicas de controle do escoamento
(com terracos em nivel).

Seré realizada uma amostragem de raizes por meio da coleta de 15 pontos distintos
por megaparcela, distribuidos em grid e georreferenciados. As amostras serdo embaladas
em sacos plasticos e transportadas para o Laboratério de andalises agronémicas (AgroLab)
para processamento.

2.2 SELECAO DAS RAIZES E EXTRACAO DE DNA

Serao selecionadas raizes, para, por meio da extracdo do DNA e amplificacdo com
primers ITS, tentar obter correspondéncia entre o padrédo de bandeamento de DNA dos
FMAs (fungos micorrizicos arbusculares) que colonizavam as raizes em areas com terrago
e sem terrago.

Para isso serdo utilizadas 50 mg de raizes colonizadas para extracdo do DNA de
cada amostra, as raizes serdo selecionadas em microscépio, sendo a colonizacao
evidenciada pela presenca de arbusculos ou vesiculas coradas em azul de tripano. Na
selecdo serdo amostrados diferentes tipos de micélio interno (fino e grosso) e a presenca
de vesiculas.

O DNA sera extraido segundo metodologia proposta por Bonito et al. (1995), onde,
para a retirada de agua, as raizes serao centrifugadas a 12.000 g durante 1 minuto e entéo,
maceradas em 800 uL de tampao de extragdo (Tris-HCI 1M, pH 8,5). Ao extrato sera
adicionada a resina Chelex 100, a uma concentracgao final de 5% do volume do tampéao de
extracao.

A mistura serd homogeneizada em vortex e entdo fervida em banho-maria por 15
minutos. Entdo, a resina e os fragmentos das raizes serdo removidos por centrifugacéo a
12.000 g por 30 segundos, e o sobrenadante sera entdo coletado e imediatamente utilizado
ou armazenado a -20°C. Para a PCR seréo realizadas diluigbes em série em agua com
concentracdes de 1:10 a 1:10.000(vol:vol).
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PCR (REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE)

A reacédo da PCR consistira de 5 pL do extrato cru contendo DNA das raizes,
adicionados ao mix para um volume final de 50 uL. A concentracéo final na reacédo devera
ser de 125 yM de cada dNTP, 20 pmol de cada primer, 7,5 mM de MgClI 2 , 1,5 unidades
de Taq polimerase. Os primers ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS 5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) serao utilizados combinados.

O DNA ribossomal da regido ITS sera amplificado por um termociclador, programado
para 95°C por trés minutos para desnaturacédo inicial, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C para
desnaturacao, 40 segundos a 50°C para anelamento, 1 minuto a 72°C para extenséao e 5
minutos a 72°C para extenséo final. Em todos os experimentos seréo usados tratamentos-
controle, em que nenhum DNA sera adicionado. Todos os tubos e materiais utilizados na
composicao das solucdes e nomanuseio serao previamente esterilizados.

Os produtos obtidos serdo separados por eletroforese em gel de agarose 1,4%. Os
fragmentos de DNA resultantes serdo visualizados mediante coloragdo com brometo de
etideo e fotografados sob luz U.V.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se determinar o impacto da retirada de terracos de areas de cultivo agricola
sob a populacdo de fungos micorrizicos arbusculares associados a cultura de cana-de-
acucar na Mesorregido Noroeste do Parana. E espera-se que ocorra maior diversidade de
fungos micorrizicos arbusculares na é&rea cultivada com cana-de-aclcar de forma
sustentavel, com terracos. Tal informac&o técnica e potencial incentivo a adocédo do
emprego de terracos como pratica conservacionista nas propriedades rurais da
Mesorregido Noroeste certamente contribuiriam para tornar a producdo agricola mais
expressiva e sustentavel.
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