Protocolo para observação de Micorrízas
Descoloração de raízes:

1) Colocar as raízes em solução de KOH 10% por 48h (trocar a cada 24h);

2) Transferir as raízes para banho maria a 90° por 1h (dentro da capela!). Caso o KOH esteja escuro, trocá-lo antes de colocar as raízes em banho maria;

3) Retirar o material do banho maria e colocar pequenos volumes de H2O2 (10 volumes) sobre o KOH;

4) Mexer o material com uma pinça e esperar alguns segundos para que o H2O2 reaja (20’’). Verifique se as raízes ficaram claras. Usar uma peneira. (obs: a reação parece ser mais rápida se o material ainda estiver quente, então é melhor ir retirando os béckers do banho maria conforme for adicionar o H2O2);

5) Lavar o material para retirar o excesso de H2O2. Usar peneira para isso;

6) Colocar as raízes em solução de tinta de caneta (nankin) por 1 ou no máximo 2 minutos. Se a tinta de caneta for nova o tempo deve ser reduzido para 20 segundos;

7) Colocar as raízes em solução de lactoglicerol. As raízes são guardadas nesta solução.

Preparo dos reagentes:

1) KOH 10% : dissolve KOH (100 g ~) em 1 L de água em um bécker grande. Mexer com bastão de vidro. Esse preparo deve ser feito em capela, porque solta gases nocivos!

2) Solução de tinta de caneta 5%: 50 ml de tinta de caneta (nankin) e 1L de ácido acético 5%

3) Lactoglicerol: misturar partes iguais (1:1:1) de água, ácido láctico e glicerina.

4) H2O2 10 volumes: já é comprado desse modo

Obs: nomes dos reagentes: KOH-> hidróxido de potássio; H2O2-> água oxigenada

Preparo das lâminas:

1) Cortar segmentos não muito grossos de raízes de ~ 1 cm (usar placa de pétri para espalhar as raízes); colocar 10 em cada lâmina; pingar algumas gotas de lactoglicerol; cobrir com lamínula; pressionar as lamínulas usando um lâmina enrolada em papel toalha; 

2) opcional: prender as lamínulas na lâmina usando esmalte de unha transparente; passar apenas nas bordas da lamínula; 

Observações gerais:

1) Usar luva em todas as etapas!

2) Se forem raízes de plântulas ou raízes não lenhosas o passo 1 da descoloração das raízes pode ter o tempo reduzido para apenas 1h ou menos e já passar para o passo 2;

3) A solução de tinta de caneta pode ser reaproveitada em várias colorações;

4) Materiais necessários: béckers pequenos; becker grande; bastão de vidro; termômetro; peneira; pinças; tesoura pequena; placa de pétri; lâminas; lamínulas; etiquetas pequenas; 
