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RESUMO

O emprego de praticas conservacionistas auxilia na manutencao da estrutura do solo, conserva a agua, reduz os riscos
de eroséo e flutuagdes na temperatura, além de melhorar a qualidade do solo. Mudancas nas praticas de manejo podem
acarretar alteragdes na populacdo de fungos micorrizicos arbusculares, influenciar na saide do solo e na produgao
agricola. Desta forma, objetivou-se avaliar um protocolo para extracdo de DNA total de raizes de cana-de-acucar
micorrizadas. A pesquisa foi desenvolvida em megaparcelas instaladas no municipio de Atalaia, onde estd sendo
cultivada cana-de-agUcar. Foram coletadas amostras de raizes das plantas de cana-de-aglcar em 15 pontos distintos
por megaparcela, distribuidos em grid e georreferenciados. Foram utilizadas 50 mg de raizes para extracdo do DNA. O
protocolo testado é baseado no detergente SDS, onde 50 gr de raizes micorrizadas foram colocadas em um cadinho e
procedeu-se a maceracdo com nitrogénio liquido até obter a consisténcia de um fino p6. Para verificacdo da qualidade
do DNA extraido foi realizada corrida eletroforética em gel de agarose a 1% e revelagdo em transiluminador LED, para
visualizar o DNA extraido. O protocolo testado mostrou-se pouco eficiente para extracdo de DNA total de plantas de
cana, pois verificou-se muitos contaminantes em todas as amostras extraidas, contaminantes estes que podem interferir
no emprego do DNA extraido para outras aplicagdes. Conclui-se que o protocolo avaliado néo foi eficiente para ser
utilizado na obtencado de DNA total contendo DNA das raizes de cana e DNA dos FMA, ndo promovendo a obtencao
de um DNA de qualidade.

PALAVRAS-CHAVE: Sustentabilidade agricola; Simbiose; Terragos.
1 INTRODUCAO

O solo é um recurso natural complexo e heterogéneo, essencial a manutencdo do meio
ambiente e ecossistemas, é formado a partir de um material semiconsolidado oriundo do processo
de intemperismo fisico, quimico e biologico sofrido pelas rochas. Este desempenha funcdes
ecologicas, como por exemplo o acimulo 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 terco do solo da Terra apresenta condi¢es severas de
degradacao relacionada a varios processos, por exemplo: a intensificagdo agricola, a polui¢do do
solo, a erosdo do solo, e a ma gestao de recursos e desertificacdo. Uma alternativa para monitorar
estas alteracdes se da por meio do acompanhamento da variacao da populagdo microbiana do solo,

UNICESUMAR - Universidade Cesumar | Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagdo
ICETI - Instituto Cesumar de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao


mailto:fabianayurk7@gmail.com
mailto:edneia.paccola@unicesumar.edu.br
mailto:francielli.gasparotto@unicesumar.edu.br

&) unicesumar

EDUCAGAO PRESENCIAL E A DISTANCIA

entre os organismos que podem ser avaliados destacam-se os fungos micorrizicos arbuscul
(FMA).

Estes organismos apresentam simbiose essencial para o crescimento das plantas, dando a
planta acesso a nutrientes pouco soluveis 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 ecoldgico, maior crescimento, aumento de producdo, preservagdo ambiental, maior
tolerancia a estresses abioticos, melhor potencial hidrico, respostas positivas a déficit hidrico
(DURAZZINI et al, 2016; RODRIGUES et al, 2018). Estudos com esses microrganismos tem
demostrado seu uso na recuperagdo de areas degradadas pela mineralizacao e recuperacao de solos
com fortes 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 mudangas na populacdao de fungos micorrizicos
desencadeadas por alteracOes nas praticas de manejo do solo, como a retirada dos terragos, em
areas produtivas agricolas sao de suma importancia, visando verificar a qualidade dos solos e manter
a sustentabilidade da producdo agricola e a saude do solo. Assim, objetivou-se avaliar um protocolo
para extracdo de DNA total de raizes de cana-de-agucar micorrizadas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDOS E AMOSTRAS

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

Foi realizada uma amostragem de raizes por meio da coleta de 15 pontos distintos por
megaparcela, distribuidos em grid e georreferenciados. As amostras foram embaladas em sacos
plasticos e transportadas para o Laboratério de analises agronomicas (AgrolLab) para
processamento.

2.2 SELECAO DAS RAIZES E EXTRACAO DE DNA

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

Para isso foram utilizadas 50 mg de raizes colonizadas selecionadas em microscépio, sendo
a colonizacao evidenciada pela presenca de arbusculos ou vesiculas coradas em azul de tripano. Na
selecdo amostrou-se diferentes tipos de micélio interno (fino e grosso) e a presenca de vesiculas.

2.3 EXTRACAO DE DNA TOTAL

O protocolo testado foi adaptado de Souza et al. (2002) com detergente SDS, onde 50 gr de
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raizes micorrizadas foram colocadas em um cadinho e procedeu-se a maceragao com nitroge
liquido até obter a consisténcia de um fino p6. Cerca de 300uL do macerado foram transferidos para
um microtubo de 1,5mL e adicionou-se 400puL de tampao SET (NaCl 0,15M, Tris 0,02M, EDTA 1TmM
pH 8,0) + 14,5uL de proteinase K (10mg/mL) + 18uL de SDS (25%). O material foi entdo incubado
por 1 hora a 55°C. ApoOs este periodo adicionou-se 400uL de NaCl 5M e procedeu-se a
homogeneizacao em vortex.

Entdo, centrifugou-se por 10 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para
outro microtubo, onde adicionou-se 150uL de Tris (0,01M pH 8,0). Procedeu-se entdo outra
centrifugacao por 10 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi coletado em um novo microtubo e
adicionou-se 6uL de RNase (10mg/mL), o material foi entdo incubado por meia hora a 37°C. Apés a
incubacao adicionou-se o mesmo volume de cloroférmio ao sobrenadante coletado e centrifugou-
se por 10 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo e adicionou-
se o mesmo volume de etanol 100%. Os microtubos foram entéo incubados a -20°C overnight.

Apos o periodo, procedeu-se a centrifugagdo por 20 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante
foi descartado e acrescentou-se etanol 70%. Centrifugou-se, novamente, por 20 minutos a 12.000
rpm e o etanol foi descartado. Os tubos foram entdo invertidos e mantidos abertos sob papel
absorvente esterilizado por 10 a 15 minutos até o etanol evaporar. O DNA foi entdo ressuspendido
adicionando-se 100pL de tampao TE (10mM Tris-HCl pH 7,5; 0,T7mM EDTA) e as amostras foram
armazenadas a 4°C.

Para verificacdo da qualidade do DNA extraido foi realizada corrida eletroforética em gel de
agarose a 1%. As amostras foram coradas com Safer Dye (Kasvi) e foi utilizado o Ladder de 1 Kb
(Ludwig Biotec) para controle. Os produtos obtidos foram submetidos a revelagdo em
transiluminador LED, para visualizar o DNA extraido.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O protocolo baseado no uso do detergente SDS mostrou-se pouco eficiente, pois verificou-
se muitos contaminantes em todas as amostras extraidas por este protocolo, interferindo em uma
leitura limpa do DNA, o que pode alterar os resultados de posteriores reagdes de polimerase em
cadeia (PCR) visando a determinacao da diversidade genética dos fungos micorrizicos associados
as raizes de cana-de-acucar.
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Figura 1: Gel de agarose contendo amostras de DNA extraidas de raizes de
cana-de-acgucar empregando o protocolo Souza et al. (2002) linha 2 (inferior).

Segundo Oliveira et al. (2007) a extracdo de DNA deve incluir de forma basica dois
procedimentos principais: a quebra das células presentes nas amostras e a purificagdo do DNA.
Em seguida ao rompimento das células, o DNA deve ser separado dos residuos celulares e das
proteinas, precipitado e suspenso em volume adequado de agua ultrapura ou solu¢des-tampao
adequadas, verificou-se que o protocolo testado ndo foi eficiente para separar o DNA total
extraido das raizes e os contaminantes, o que pode ser verificado pelos arrastes apresentados na
figura 01.

Ressalta-se que a integridade do DNA é fundamental para a nitidez e reprodutibilidade dos
produtos de amplificacdo via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (FALEIRO et al, 2003;
OLIVEIRA et al., 2007).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se que o protocolo avaliado nao foi eficiente para ser utilizado na obtencdo de DNA
total contendo DNA das raizes de cana e DNA dos FMA, ndo promovendo a obten¢do de um DNA
de qualidade.
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