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A p resen tação

Em consonância com a missão institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde 
longa data vêm sendo desenvolvidas ações de pesquisa e desenvolvimento que 
têm gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto 
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento 
sustentado do espaço rural, tendo-se em vista as exigências de mercado, dos 
produtores e dos órgãos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da 
atividade produtiva.

É neste contexto que o controle biológico se insere. Ao maximizar o uso de 
organismos naturais no manejo de pragas e doenças, esta tecnologia contribui 
decisivamente para que a produção se dê com reduzido impacto, em benefício 
da almejada sustentabilidade. Esta publicação é resultante de estudos de 
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além 
de essenciais parceiros, os quais, em parceria, têm contribuído para a melhoria 
do conhecimento sobre esta importante área.

Temos certeza que as informações aqui divulgadas servirão para o maior 
conhecimento e uso do controle biológico, bem como de estímulo e suporte 
para novas ações de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente 
limpas e tecnicamente viáveis.

Alexandre Hoffmann 
Chefe-Geral 

Embrapa Uva e Vinho
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Isolam ento de fungos m icorrízicos
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Itamar Soares de Melo ' 
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza 2

Os fungos m icorrízicos arbusculares (M A) são form ados pelos componentes: 
raízes da planta hospedeira, hifas do fungo m icorrízico no in terior das raízes e 
hifas externas que se estendem através da rizosfera. Através de m odificações 
das hifas, originam-se os arbúsculos, vesículas e esporos.

Há fortes evidências na literatura de que os fungos M A afetam  sign ificativam ente 
o efeito de alguns patógenos, na planta hospedeira, além de aum entar a 
capacidade das plantas em absorver fósforo, alguns m icronutrientes e água.

O bjetivo

Estudar o efeito de fungos M A no controle de alguns patógenos de solo: 
Rhizoctonia solani, Pythium  sp. e Fusarium solani.

Protocolo  

P arte  I -  Iso lam en to  de fungos m ic o rríz ico s  arb u scu lares

1. Colocar aproximadamente 50 mL de solo em 1 litro de água. A g ita r com um
bastão.

2. Passar a solução do solo por um conjunto de peneiras cujas malhas devem 
ser de 250, 105 e 53 Repetir a operação várias vezes.

3. Recolher os esporos em um béquer com  água.

4. Centrifugar as frações recolhidas nas peneiras (esporos + grãos de areia e 
outros sedimentos) com água destilada por um tem po total de 3 m inutos a 
3 .000  rpm.

1 Eng Agrôn., Doutor, Em brapa M eio A m biente , Caixa Postal 69, 1 38 2 0 -00 0  Jagua riúna , SP.
2 Eng Agrôn., Doutor, Em brapa Uva e Vinho, Caixa Postal 130, 9 5 7 0 0 -0 0 0  B en to  G onça lves. RS.
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5. Eliminar cuidadosamente o sobrenadante.

6. Adicionar uma solução de sacarose (30-50% p.v.) ao precipitado dos tubos e
mexer suavemente com um bastão.

7. Centrifugar novamente por 2 minutos a 3 .000 rpm.

8. Passar com cuidado o sobrenadante por uma peneira de 44  |j e lavar com 
bastante água destilada até que diminua a concentração de sacarose na 
parede dos esporos.

9. Coletar os esporos e proceder à contagem dos mesmos com auxílio de placa 
estriada e dividida em seis partes sob microscópio estereoscópico.

Parte II -  Avaliação do es tab e lec im en to  dos fungos  
m icorrízicos

1. Raízes microrrizadas são lavadas em água corrente e, caso não sejam 
imediatamente avaliadas, devem ser acondicionadas em frascos contendo 
solução AF A (ácido acético glacial, 5 mL; formol, 13 mL e álcool etílico, 200 
mL).

2. Clarear uma amostra de raízes fixadas com KOH 10% em banho-maria a 90°C
por 40  minutos. Caso o tratamento não surta efeito, pode-se aum entar o 
tempo de exposição.

3. Lavar as raízes com água corrente.

4. Lavar as raízes com HCI 1% a frio por 3 minutos.

5. Proceder à coloração com solução lactofenol mais "trypan-blue" 1%, em 
banho-maria a 90°C por 10 minutos.

6. Escorrer o corante e recobrir as raízes com solução de lactofenol incolor, por 
aproximadamente 12 horas.

7. Escorrer o lactofenol para retirar o excesso de corante e novamente cobrir as
raízes com lactocfenol incolor.
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P arte  III -  D eterm inação  da porcentagem  de colonização  
de raízes por fungos m icorrízicos arbusculares

1. Pesar aproximadamente 500 mg de raízes coradas com "trypan blue", cortá- 
las em pedaços de 1 cm e espalhá-las em placas de Petri, cujo fundo fora 
marcado com linhas paralelas transversais, formando um quadrilátero cujos 
quadrados medem 1,2 cm.

2. Contar sob microscópio estereoscópico o número de intersecções entre os 
pedados de raiz com as linhas horizontais ou verticais (numa só direção), e 
observar as raízes que têm ou não, naquele ponto, a presença de estruturas 
fúngicas características dos fungos MA. 0  cálculo da porcentagem de 
colonização de raiz é feito utilizando-se a seguinte fórmula:
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