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COMPARISON OF TWO TECHNIQUES FOR DETERMINING MYCORRHIZAL INFEC-
TION

Our aims were to compare the techniques for determining root mycorrhizal infection pro-
posed by Giovanetti-Mosse and by Trouvelot et al. Data were extracted from a glasshouse experi-
ment where wheat plants were grown in pots filled with a Petrocalcic Paleudoll soil. Treatments were
nitrogen and phosphorus fertilization levels and three sampling depths. Mycorrhization (M) esti-
mated by both methods ranged from 0 to about 68 %. Arbuscules (A) estimated by both methods
ranged from 0 to about 61 %. There were found positive (up to r2= 0,77) relationships between M and
A. Similarly, there were found positive (up to r2= 0,76) relationships when M or A estimated by the
two methods were correlated. Mycorrhization estimated by the Giovanetti-Mosse method showed
M% values lightly highest from the estimated by Trouvelot et al. (MTrouvelot(%)= 0,98 MGiovanetti (%) –
4,1; r2= 0,81). Arbuscules showed a similar trend (ATrouvelot(%)= 0,82 AGiovanetti (%) – 4,2 r2= 0,76).

Key words: Mycorrhizal Colonization, Arbuscules Content, Giovanetti-Mosse method, Trouvelot
et al. method.

INTRODUCCION
La formación de micorrizas

arbusculares (MA) en las raíces de las plantas
incrementa la absorción de P por las plantas y
consecuentemente su crecimiento (Pfleger,
Linderman 1996).

Varias técnicas son empleadas para
estimar la micorrización, algunas estiman la
biomasa fúngica determinando el contenido de
quitina. Sin embargo, la utilidad de estas
determinaciones químicas se limita a
condiciones experimentales controladas y
suelos esterilizados (Bethlenfalvay et al. 1981).
Las técnicas mas utilizadas se basan en la
observación microscópica de las raíces y la
estimación del cortex primario que es ocupado
por las estructuras MA fúngicas. La estimación
del porcentaje de colonización micorrítica por
el método de la cuadrícula (Giovanetti, Mosse
1980) es muy utilizado para estimar el grado de
micorrización y arbúsculos en un sistema radi-
cal (Schweiger, Jakobsen 1999; Covacevich et
al. 1995). Dicho método presenta además, la
ventaja de proporcionar una estimación del
largo total de raíz que es micorrizado, ajustando
las condiciones de observación al método de
la cuadrícula propuesto por Tennant (1975),
que cuantifica la longitud radical en una

muestra. En tal sentido, cuando condiciones
tales como la fertilización pueden afectar tanto
el grado de micorrización como  el desarrollo
radical, es de interés conocer la cantidad total
de raíces micorrizadas. Sin embargo, Mc
Gonigle et al. (1990) han manifestado que el
método de las interceptas presenta dos
limitaciones: por una parte dicha técnica es
subjetiva, dado que los arbúsculos no son
fácilmente reconocibles microscópicamente a
aumentos menores que 200x, y, por otra, que la
intensidad de colonización en el cortex radical
del segmento observado no es estimado. Al
respecto, otra metodología que considera la
densidad de colonización y la riqueza de
arbúsculos en el cortex radical es empleada por
su mayor rapidez (Trouvelot et al. 1986).

El objetivo ha sido comparar las téc-
nicas de cuantificación de la infección
micorrítica arbuscular propuestos por
Giovanetti y Mosse y por Trouvelot et al., y
determinar el grado de asociación entre las es-
timaciones logradas por ambas técnicas.

MATERIALES Y METODOS
La experiencia se realizó en invernáculo

(EEA INTA, Balcarce). Tubos de PVC de 30 cm de
profundidad por 10 cm de diámetro fueron llenados



156

simulando el perfil con un Paleudol Petrocálcico,
con pH 5,7; materia orgánica 6,2%, 6,5 mg P Bray
kg-1 y 15 mg N-NO3

- kg -1 en el horizonte A y pH
5,9, materia orgánica 3,7%, y 4 mg P Bray kg-1 en el
B1. Se sembraron tres semillas de trigo (ProINTA
FEDERAL) por tubo el 29 de agosto de 1996. El
suelo fue mantenido a no menos del 65% de su ca-
pacidad de retención hídrica. Con el objeto de obte-
ner un amplio rango de micorrización los tratamien-
tos resultaron de la combinación factorial de: nive-
les de nitrogeno (0 y 0,33 g N tubo-1), niveles de
fósforo (0, 0,05 y 0,10 g P tubo-1) y profundidad de
muestreo (0-10, 10-20 y 20-30 cm) con cuatro re-
peticiones. La fertilización se realizó a la siembra
con urea y superfosfato triple de calcio en solución
acuosa.

A los 35 días después de la siembra, cuan-
do las plantas estaban en espiguilla terminal (código
decimal 15, Zadoks et al. 1974), se cortó el material
vegetal aéreo y los tubos fueron vaciados. El suelo
con todo el material radical fue fraccionado a los 0-
10; 10-20 y 20-30 cm. Cada fracción fue tamizada
(0,2 cm), lavada con agua y las raíces recuperadas.
Estas fueron secadas al aire (20 °C, 72 hs), divididas
en dos submuestras de peso equivalente y teñidas
(Phillips, Hayman 1970). En una submuestra se
estimó el grado de micorrización y de arbúsculos
por el método de la cuadrícula de Giovanetti y Mosse
(1980). Para ello, las raíces fueron cortadas en seg-
mentos de 1 cm, se distribuyeron al azar sobre una
grilla de 1 cm x 1 cm. Se registró la presencia de
estructuras MA en las intersecciones horizontales
y verticales entre raíces y líneas mediante observa-
ción microscópica (45x). El número de interseccio-
nes cuantificadas en cada muestra se mantuvo den-
tro del rango 112-395, con un promedio de 193 raí-
ces/muestra.

Se calculó la frecuencia de infección
micorrítica, MGiovanetti(%)=N°  SI  x  100 / N° SO,
donde SI corresponde al número de segmentos in-
fectados (hifas+arbúsculos+vesículas) y SO al nú-
mero de segmentos observados (hifas + arbúsculos
+ vesículas + sin infección).

La frecuencia de aparición de arbúsculos,
fue calculada como: AGiovanetti (%) = N° SA x  100 /
N° SO, donde SA corresponde al número de seg-
mentos con arbúsculos.

En la submuestra restante, se realizó la
cuantificación de la micorrización por la técnica de
Trouvelot et al. (1986). Para ello, se cortaron 30
segmentos de 1 cm de las raíces teñidas, se monta-
ron paralelamente en portaobjetos y se realizó la
observación microscópica (45 x). Cada segmento
fue categorizado entre las clases 0 (0% infección)
hasta 5 (>95% infección). Simultáneamente, la pro-
porción de arbúsculos en cada porción infectada fue
categorizada entre Ao (0% arbúsculos) hasta A3
(100% arbúsculos).

Se calculó la intensidad de micorrización
como: MTrouvelot (%) = (n1+5 n2+30 n3+70 n4+95
n5) / N, donde MTrouvelot (%) es simétrica en el rango
5-95 %, N es el número de fragmentos observados,
y n1 .... n5 representan el número de fragmentos
categorizados como 1 .... 5, respectivamente.

El contenido relativo de arbúsculos del
sistema radical ATrouvelot (%) fue calculado como:
ATrouvelot (%) = a . mA / 100 con a (%) = (10 mA1+
50 mA2 +100 mA3) / 100 con mA = (n1A  + 5 n2A
+ 30 n3A + 70 n4A+ 95 n5A) donde A es, n1A....
n5A, corresponden al número de fragmentos con
arbúsculos pertenecientes a las categorías 1 .... 5,
respectivamente. Las variables cuantificadas fueron
sometidas a análisis de correlación y regresión (SAS
1988).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los tratamientos evaluados permitie-

ron obtener un rango de MGiovanetti que se man-
tuvo entre 1-68 %, y entre 0-67 % para la
MTrouvelot.. Para el A Giovanetti el rango fue 0-61 % y
para el ATrouvelot 0-58 %. Los rangos de
micorrización son coincidentes con los repor-
tados por Schweiger y Jakobsen (1999) en plan-
tas de trigo. La MGiovanetti (24 %) superó al
AGiovanetti (17 %). Un comportamiento similar se
encontró para MTrouvelot (19 %) que superó al
ATrouvelot (10 %). Esta situación es esperable si
se considera que el parámetro M incluye la
cuantificación de arbúsculos. Dado que en los
arbúsculos se realiza el intercambio de
nutrientes (Pfleger, Linderman 1996), ambos
parámetros (A y M) deben ser considerados
en los casos en que se evalúan los efectos
provocados como resultado de la formación
de micorrizas.

La M y el A correlacionaron positiva
y significativamente, tanto cuando fueron
estimados por la técnica de Giovanetti y Mosse
(r2 0.96 P ≤ 0.0001) o por la de Trouvelot et al.
(r2 0.87 P ≤ 0.0001). De manera similar, cuando
la M o el A estimados por las dos técnicas
fueron correlacionados, se relacionaron
positiva y significativamente (Figura 1). Tanto
la MGiovanetti como el A Giovanetti mostraron valores
superiores (P=0.01) en cuatro unidades en
relación a la M Trouvelot  y A Trouvelot ,
respectivamente. Las pendientes de la relación
obtenida para la estimación de la M no difirió
de  uno  (P=0.67), mientras que para la
estimación del A si  (P=0.001). Por lo
mencionado, podría asumirse una
sobreestimación en la estimación por la técnica
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de Giovanetti y Mosse en relación a la de
Trouvelot et al., fundamentalmente para el
contenido de arbúsculos.

Los resultados obtenidos muestran
una concordancia general entre las dos técni-
cas evaluadas para estimar tanto la M como el
A. Mediante la técnica de Giovanetti y Mosse
es posible realizar conjuntamente la
cuantificación de la M, el A y la determinación
del largo de raíz micorrizado. El tiempo emplea-
do en la preparación del material a observar
microscópicamente por la técnica de la cuadrí-
cula, excede en al menos cinco veces al em-

pleado para la confección de los preparados a
observar para realizar la estimación por el mé-
todo de Trouvelot et al. Para el tiempo emplea-
do en la observación microscópica de las mues-
tras, se mantiene la misma diferencia entre las
dos técnicas para la preparación del material.

Las relaciones halladas entre las téc-
nicas de Giovanetti y Mosse y de Trouvelot et
al. podrían permitir la transformación de esti-
maciones de la micorrización y el contenido de
arbúsculos realizadas por una técnica, hacia la
otra.
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Figura 1. Relación entre la intensidad de micorrización (a) y contenido de arbúsculos (b) cuantificados por el
método de Trouvelot y colaboradores (MTrouvelot y ATrouvelot, respectivamente), con el porcentaje de
micorrización (a) y de arbúsculos (b) cuantificados por el método de Giovanetti y Mosse (MGiovanetti y
AGiovanetti, respectivamente).

Figure 1. Relationship between mycorrhizal intensity (a) and arbuscules content (b) estimated by Trouvelot et al.
method (MTrouvelot y ATrouvelot, respectively), and the percentage of mycorrhizal infection (a) and the
arbuscules content (b) estimated by Giovanetti-Mosse method  (MGiovanetti y AGiovanetti, respectively).
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