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Protocolo para extra¢do de DNA de raizes de cana-de-agucar
micorrizadas visando o monitoramento ambiental

O monitoramento da satide dos solos onde se cultiva cana-de-agucar é de suma importancia para a sustentabilidade deste agrossistema. Uma alternativa para este
processo é o acompanhamento da populagdo de fungos micorrizicos arbusculares associados a cultura. Mas, para isto, necessita-se de eficientes protocolos para
extragdo total do DNA das raizes micorrizadas. Assim, objetivou-se avaliar dois protocolos para extragdo do DNA total de raizes de cana-de-aglcar micorrizadas. A
pesquisa foi realizada no municipio de Castelo Branco-PR, em uma drea cultivada com cana-de-agucar, a area foi subdividida em duas megaparcelas de 2,0 ha cada
e foram coletadas amostras de raizes das plantas de cana-de-aglicar em 15 pontos distintos por megaparcela. Dois protocolos foram testados, o | baseado na
trituragdo das raizes com pérolas de vidro e emprego de clorofane e o Il com maceragdo das raizes com nitrogénio liquido e emprego do detergente SDS a 25%.
Em ambos se utilizou 50 mg de raizes para extragdao do DNA e para verificagdo da qualidade do DNA extraido foi realizada corrida eletroforética em gel de agarose
a 1% e revelagdo em transiluminador LED. O protocolo | proporcionou a obtengdo de DNA em boa concentragdo e pureza e o protocolo Il mostrou-se pouco
eficiente para extragdo de DNA de raizes 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.

Palavras-chave: Sustentabilidade Agricola; Saccharum officinarum; Fungos Micorrizicos Arbusculares.

Protocol for mycorrizing sugar cane roots DNA extraction for
environmental monitoring

Monitoring the health of the soils where sugarcane is grown is of paramount importance for the sustainability of this agrosystem. An alternative to this process is
the monitoring of the population of arbuscular mycorrhizal fungi associated with the culture. However, for this, protocols are needed for the total reception of
DNA from the mycorrhizal roots. Thus, the objective was to evaluate two protocols for obtaining total DNA from mycorrhizal roots. A survey carried out in the
municipality of Castelo Branco-PR, in an area cultivated with sugarcane, an area was subdivided into two megaplots of 2.0 ha each and samples of root cane roots
were collected in 15 distinct points per megaplot. Two were tested, the | based on the use of the theories with the use of roots and use of roots and the chlorine
with maceration of the roots with liquid detergent and 25% SDS detergent. In both, 50 mg of roots are used for DNA quality and to select the quality of the extracted
DNA, an electrophoretic run was carried out in 1% agarose and revelation in an LED transilluminator. Protocol | evaluated the amount of DNA in a good amount
and the protocol of manipulated DNA in a good amount, since the DNA in all attempts at contamination can interfere with DNA contamination extracted DNA for

other applications.
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INTRODUGAO

A cana-de-agUcar apresenta relevante importancia na economia brasileira, o pais ndo é sé o maior
produtor mundial da cultura, como também é o maior produtor mundial de agucar e etanol de cana (CONAB,
2021). Ainda segundo a Companhia estima-se que na safra 2022/2023 a cultura ocupe mais de 8 milh&es de
hectares no Brasil e sejam produzidas aproximadamente 572,9 milhGes de toneladas (CONAB, 2022).

Para atender a elevada demanda por esta graminea, tanto em quantidade quanto em qualidade,
torna-se necessario o planejamento correto das atividades envolvidas em todo seu ciclo produtivo, desde o
manejo do solo que antecede o plantio até a colheita (ARCOVERDE et al., 2019). Destaca-se que o cultivo
intensivo desta cultura, sem critérios técnicos, pode acarretar alteragGes na qualidade do solo e da agua nas
regides de cultivo, levando a insustentabilidade do agroecossistema.

Neste sentido, o monitoramento das areas de cultivo é de suma importancia, porém, os solos
geralmente reagem lentamente as mudancas em seu uso e manejo, dessa forma, torna-se mais dificil
detectar mudancas em sua qualidade antes de danos mais severos (BUNEMANN et al., 2018). Uma
alternativa para monitorar estas alteragdes se da por meio do acompanhamento da variagao da populagado
microbiana, e entre os organismos que podem ser avaliados destacam-se os fungos micorrizicos
arbusculares, que apresentam eficiente simbiose com as plantas de cana-de-aglcar e ainda com grande
diversidade de outras espécies (PARNISKE, 2008; AMBROSANO et al., 2010; DATTA et al., 2012; SCHIAVO et
al., 2018; SILVA et al., 2020).

Quando associados as raizes de espécies vegetais este grupo de fungos proporciona diversos
beneficios, contribuindo com a nutricao das plantas, diminuindo o consumo de fertilizantes, promovendo
maximizacdo do equilibrio ecoldgico, maior crescimento, aumento de producdo, preservacdo ambiental,
maior tolerancia a estresses abiéticos, melhor potencial hidrico e respostas positivas a déficit hidrico (FERROL
et al., 2019; DURAZZINI et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018; BERRUTI et al., 2016; ZOU et al., 2015).

Uma forma de monitorar a popula¢do de fungos micorrizicos arbusculares associados as raizes da
cana-de-agucar se da por meio da aplicacdo de técnicas moleculares (BONITO et al., 1995; MARON et al.,
2011), porém para isto, é necessario a extracdo do DNA tanto das raizes quanto dos fungos ali presentes, em
boa qualidade e quantidade. E a qualidade do DNA isolado, pode ser influenciada pelo tipo de tecido e pela
maneira como a amostra foi conservada e manipulada (SILVA et al., 2015). Portanto, personalizar protocolos
para melhorar o isolamento do DNA total de raizes de cana micorrizadas é crucial. Desta forma, este trabalho
objetivou avaliar dois protocolos para extracdo do DNA total de raizes de cana-de-aglcar micorrizadas,

visando posteriores estudos de diversidade genética.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo e amostras de raizes
O estudo foi desenvolvido em uma das areas de pesquisa do Projeto Monitoramento edafico e

hidrossedimentoldgico em duas unidades de producdo agricola no Noroeste do Parana, conduzido pela
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Universidade Cesumar - UNICESUMAR. O projeto faz parte do “Programa da Rede Paranaense de Apoio a
Agropesquisa e Formacdo Aplicada” da Fundagdo Araucaria/Seti/Senar/PR.

A drea de estudo se localiza na mesorregidao Noroeste do Parand, na cidade de Presidente Castelo
Branco, sob as coordenadas 23211'29.4”’S e 52205’59.0”W, e solo classificado como Argissolo Vermelho
distréfico. Neste local a cultura da cana-de-aglcar vem sendo explorada a cerca de 10 anos por um grupo
sucroalcooleiro, o atual cultivo foi implantado de forma mecanizada a 3 anos com a variedade RB867515, e
a colheita vem sendo realizada de forma mecanizada sem queima.

A referida area foi dividida em duas megaparcelas, de 2,0 ha cada. Em cada megaparcela foi realizada
uma amostragem das raizes de cana, por meio da coleta de 15 pontos distintos por megaparcela, distribuidos
em grid e georreferenciados. Estas foram embaladas em sacos plasticos e transportadas até o Laboratério de
Analises AgronOGmicas (Agrolab) onde foi realizada a selecdo das amostras de raizes micorrizadas.

Foram selecionadas 50 mg de raizes colonizadas em microscdpio 6tico, sendo a colonizacdo
evidenciada pela presenca de arbusculos ou vesiculas coradas em azul de tripano. Na sele¢do amostrou-se
diferentes tipos de micélio interno (fino e grosso) e a presenca de vesiculas. Posteriormente as raizes
selecionadas foram encaminhadas para analise molecular no Laboratério de Biotecnologia Molecular, Celular

e Genética (BIOCELGEN).

Extragdo de DNA total e avaliagdo da qualidade

Foram testadas duas metodologias para extracdo do DNA total (raizes + fungos micorrizicos), a
metodologia proposta por Raeder et al. (1985) com adaptagdes, baseada na trituracdo com perdlas de vidro
e emprego de clorofane (fenol:cloroférmio:isopropanol; 24:24:1), para purificacio do DNA (Protocolo 1),
onde 50 mg de raizes foram depositadas em microtubos de 1,5 mL, em seguida, foram adicionadas 3 pérolas
de vidro e 500 pL de tampao de lise (200 mM Tris-HCl; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% SDS). Em seguida e
os microtubos foram agitados rigorosamente em vdrtex por 5 min para promover lise celular. Entdo, os
microtubos receberam 5 pL de RNAse A (10 mg/mL) e entdo foram incubados em banho maria a 652C durante
30 minutos (Figura 1).

Posteriormente, adicionou-se 500 uL de clorofane (fenol:cloroférmio:isopropanol; 24:24:1),
homogeneizado levemente, e levado a centrifuga a 10.000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo onde foi adicionado o mesmo volume transferido de clorofane. Esta
lavagem foi repetida por mais duas vezes e o sobrenadante obtido foi transferido para um novo microtubo.
Entdo adicionou-se o mesmo volume de isopropanol em temperatura ambiente e o material foi
homogeinizado por leve inversao.

As amostras foram entdo incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e em seguida
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, ocorrendo assim a fixacdo do DNA no fundo do microtubo. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200 L de dlcool 70%, procedeu-se a mistura do DNA e do alcool
por leve inversdo e os microtubos contendo a mistura foram levados para centrifuga a 10.000 rpm por 5 min.

O sobrenadante foi novamente descartado e os microtubos foram invertidos para secagem completa do
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DNA. Posteriormente adicionou-se 50 uL de solugdo TE e entdo o DNA foi armazenado sob refrigeracdo a -

20¢9C.

vidro; (C) Adigdo da solugdo tampdo de lise; (D) Trituragdo em Vortex; (E) amostras centrifugadas; (F) Quantificagdo do
DNA em gel de agarose 1%; (G) corrida eletroforética.

O outro protocolo testado foi adaptado de Souza et al. (2002), com macera¢do das raizes com
nitrogénio liquido e emprego do detergente SDS a 25% (Protocolo 2). Inicialmente foram adicionadas 50 gr
de raizes micorrizadas em um cadinho e procedeu-se a macera¢do com nitrogénio liquido até obter a
consisténcia de um fino pd. Cerca de 300uL do macerado foram transferidos para um microtubo de 1,5mL e
adicionou-se 400uL de tampdo SET (NaCl 0,15M, Tris 0,02M, EDTA 1mM 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. Apds este periodo

adicionou-se 400uL de NaCl 5M e procedeu-se a homogeneizagdo em vértex (Figura 2).

Figura 2: (A) Raizes de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.); (B) Trituragdo com nitrogénio liquido; (C) Adi¢do da
solugdo tampao; (D) centrifugagdo das amostras; (E) amostras coradas com Safer Dye (Kasvi) e utilizou-se Ladder de 1
Kb (Ludwig Biotec) para controle (F) Quantificagdo do DNA em gel de agarose 1%; (F)

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 centrifuga¢do por 10
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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 372C. Apds a incubacdo adicionou-se 0 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 0 mesmo volume de etanol 100%. Os
microtubos foram entdo incubados a -202C overnight.

Apds o periodo, procedeu-se a centrifugacdo 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 100uL de tampao TE
(10mM Tris-HCl pH 7,5; 0,1mM EDTA) e as amostras foram armazenadas a 4°C.

Para verificagcdo 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 visualizacdo e

registro do DNA extraido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extragdo de DNA total de raizes de cana-de-agUcar micorrizadas por meio de trituragao com pérolas
de vidro e emprego de clorofane (Protocolo I) possibilitou a obtencdao de DNA de boa qualidade por
apresentar bandas integras e nao haver material retido no poco do gel, indicando que ndo houve

contaminacgao por polissacarideos (Figura 3).

Figura 3: Gel de agarose contendo amostras de DNA extraidas de raizes de cana-de-agUcar empregando trituragdo
com pérolas de vidro e clorofane (Protocolo 1).

Ja o protocolo Il apresentou menor eficiéncia, pois verificou-se muitos contaminantes em todas as
amostras extraidas por este protocolo (Figura 4), interferindo em uma leitura limpa do DNA, o que pode
alterar os resultados de posteriores reaces de polimerase em cadeia (PCR) visando a determinacdo da
diversidade genética dos fungos micorrizicos associados as raizes de cana-de-agucar.

Segundo Oliveira et al. (2007) a extracdao de DNA deve incluir de forma bdsica dois procedimentos
principais: a quebra das células presentes nas amostras e a purificacdo do DNA. Apds o rompimento das
células, o DNA deve ser separado dos residuos celulares e das proteinas, precipitado e suspenso em volume

adequado de agua ultrapura ou solugdes-tampdo adequadas.
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Figura 4: Gel de agarose contendo amostras de DNA extraidas de raizes de cana-de-aglcar empregando o protocolo
baseado na maceragdo com nitrogénio liquido e SDS 25% (Protocolo II).

Destaca-se que em ambos os protocolos testados, apds a extracdo do DNA total das amostras de
raizes, o DNA obtido foi suspenso em solugdo tampdo TE, porém, o protocolo Il ndo foi eficiente para separar
o DNA total extraido das raizes e os contaminantes, o que pode ser verificado pelos arrastes apresentados
na figura 04. Apenas o protocolo | possibilitou a extracdo do DNA em boa concentragao, integridade e pureza,
sem arrastes (Figura 3).

Nesta perspectiva, Latif et al. (2017) abordam que durante o processo de extracdo do DNA, solventes,
detergentes, sais e outras substancias sdo empregadas visando reduzir a acdo que compostos presentes nos
vegetais ocasionam na integridade do DNA extraido. Contudo, mesmo com o uso de 25% de SDS observou-
se nesta pesquisa arraste vertical durante a amplificacdo do DNA extraido por meio do protocolo Il (Figura
4).

Ressalta-se ainda que para a identificacdo molecular de espécies de fungos micorrizicos arbusculares
associados a plantas de cana-de-agucar a obten¢do de um DNA genOmico com qualidade é essencial, assim
como destacado por Silva et al. (2015). A qualidade do DNA extraido é o primeiro passo para a determinagao
da variabilidade genética molecularmente. Todavia, estudos relatam diversos problemas no isolamento de
DNA de plantas devido a contaminantes presentes nos tecidos vegetais (PEDRI et al., 2020; LUCAS et al.,
2019; AGBAGWA et al., 2012).

Assim, o protocolo | é uma alternativa para obtenc¢do de DNA de fungos micorrizicos arbusculares em
simbiose com raizes de cana para o desenvolvimento de futuros estudos de diversidade genética ou
monitoramento ambiental em areas de cultivo de cana-de-acglcar. Este é um passo relevante ja que a analise
baseada em caracteristicas morfoldgicas, destes organinsmos, muitas vezes apresenta baixa eficiéncia a nivel
de espécie como abordado por Novais et al. (2010). Desta forma, o emprego de técnicas moleculares pode

ser Util para a identificacdo da variabilidade de FMAs associadas a cana.

CONCLUSOES

O protocolo | com trituracdo das raizes com pérolas de vidro e limpeza com clorofane
(fenol:cloroférmio:isopropanol; 24:24:1) foi eficiente para ser utilizado na obtencdo de DNA total contendo
DNA das raizes de cana-de-aglcar e DNA dos fungos micorrizicos arbusculares, promovendo a obtengdo de

DNA de qualidade.
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Ja o protocolo Il com maceragdo em nitrogénio liquido e lise com SDS 25% nao foi eficiente para

obtencdo de DNA de raizes de cana micorrizadas, pois as amostras apresentaram contaminagao com

contaminantes.

O protocolo | apresenta-se como um recurso Util para futuras pesquisas de monitoramento de

espécies de fungos micorrizicos arbusculares associados a raizes de cana-de-agucar via molecular.
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