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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 plantswere grown in potsfilled with a Petrocal cic Paleudoll soil. Treatmentswere
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 O to about 61 %. Therewere found positive (up to r>=0,77) relationships between M and
A. Similarly, there were found positive (up to r?= 0,76) relationshipswhen M or A estimated by the
two methods were correlated. Mycorrhization estimated by the Giovanetti-M osse method showed
M% values lightly highest from the estimated by Trouvelotetal. (M (%)=0,98M .. (YO —
4,1; r>= 0,81). Arbuscules showed asimilar trend (A (%) — 4,2 r?= 0,76).
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INTRODUCCION

La formacion de micorrizas
arbusculares (MA) en lasraicesdelas plantas
incrementalaabsorcién de P por las plantasy
consecuentemente su crecimiento (Pfleger,
Linderman 1996).

Varias técnicas son empleadas para
estimar la micorrizacion, algunas estiman la
biomasafungicadeterminando el contenido de
quitina. Sin embargo, la utilidad de estas
determinaciones quimicas se limita a
condiciones experimentales controladas y
suel os esterilizados (Bethlenfalvay et al . 1981).
Las técnicas mas utilizadas se basan en la
observacién microscopica de las raices y la
estimacion del cortex primario que es ocupado
por lasestructurasMA fungicas. Laestimacion
del porcentaje de colonizacién micorritica por
el método dela cuadricula (Giovanetti, Mosse
1980) esmuy utilizado paraestimar el grado de
micorrizaciony arblsculosen un sistemaradi-
cal (Schweiger, Jakobsen 1999; Covacevich et
al. 1995). Dicho método presenta ademés, la
ventaja de proporcionar una estimacion del
largototal deraiz queesmicorrizado, ajustando
las condiciones de observacion al método de
la cuadricula propuesto por Tennant (1975),
que cuantifica la longitud radical en una

muestra. En tal sentido, cuando condiciones
talescomo lafertilizacion pueden afectar tanto
el grado de micorrizacién como el desarrollo
radical, es de interés conocer la cantidad total
de raices 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 arblsculos no son
facilmente reconocibles microscopicamente a
aumentosmenores que 200x, y, por otra, quela
intensidad de colonizacion en el cortex radical
del segmento observado no es estimado. Al
respecto, otra metodologia que considera la
densidad de colonizacion y la riqueza de
arbusculosen el cortex radical esempleadapor
su mayor rapidez (Trouvelot et al. 1986).

El objetivo ha sido comparar las téc-
nicas de cuantificacién de la infeccion
micorritica arbuscular propuestos por
Giovanetti y Mosse y por Trouvelot et al., y
determinar el grado de asociacion entrelas es-
timaciones logradas por ambas técnicas.

MATERIALESY METODOS

La experiencia se realizé en inverndculo
(EEA INTA, Balcarce). Tubosde PVC de30 cmde
profundidad por 10 cm de diametro fueron llenados
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simulando € perfil con un Paleudol Petrocélcico,
con pH 5,7; materia orgénica 6,2%, 6,5 mg P Bray
kg'y 15 mg N-NO, kg * en el horizonte A y pH
5,9, materiaorganica3,7%, y 4 mg PBray kg* end
B,. Se sembraron tres semillas de trigo (ProINTA
FEDERAL) por tubo € 29 de agosto de 1996. El
suelo fue mantenido a no menos del 65% de su ca-
pacidad de retencion hidrica. Con el objeto de obte-
ner un amplio rango de micorrizacion lostratamien-
tos resultaron de la combinacion factoria de: nive-
les de nitrogeno (0O y 0,33 g N tubo?), niveles de
fosforo (0, 0,05y 0,10 g Ptubo?) y profundidad de
muestreo (0-10, 10-20 y 20-30 cm) con cuatro re-
peticiones. La fertilizacion se realizo a la sembra
con ureay superfosfato triple de calcio en solucion
acuosa.

A los 35 diasdespués delasiembra, cuan-
do las plantas estaban en espiguillaterminal (codigo
decimal 15, Zadoks et al. 1974), se cortd €l material
vegetal aéreo y los tubos fueron vaciados. El suelo
con todo & material radical fue fraccionado alos 0-
10; 10-20 y 20-30 cm. Cada fraccion fue tamizada
(0,2 cm), lavada con aguay las raices recuperadas.
Estasfueron secadasadl aire (20 °C, 72 hs), divididas
en dos submuestras de peso equivaente y tefiidas
(Phillips, Hayman 1970). En una submuestra se
estimo e grado de micorrizacién y de arbusculos
por €l método delacuadriculade Giovanetti y Mosse
(1980). Para ello, las raices fueron cortadas en seg-
mentos de 1 cm, se distribuyeron al azar sobre una
grillade 1 cm x 1 cm. Se registro la presencia de
estructuras MA en las intersecciones horizontales
y verticales entre raices y lineas mediante observa-
cién microscopica (45x). El nimero de interseccio-
nes cuantificadas en cada muestra se mantuvo den-
tro del rango 112-395, con un promedio de 193 rai-
ces/muestra.

Se calcul6 la frecuencia de infeccién
micorritica, M . ..(%)=N° Sl x 100/ N° SO,
donde Sl corresponde a ndmero de segmentos in-
fectados (hifast+arblsculos+vesiculas) y SO a nu-
mero de segmentos observados (hifas + arblsculos
+ vesiculas + sin infeccion).

Lafrecuencia de aparicion de arblscul os,
fue calculadacomo: A .. (%) =N° SA x 100/
N° SO, donde SA corresponde a nimero de seg-
mentos con arbuscul os.

En la submuestra restante, se realizé la
cuantificacion de la micorrizacion por latécnicade
Trouvelot et al. (1986). Para ello, se cortaron 30
segmentos de 1 cm de las raices tefiidas, se monta-
ron paralelamente en portaobjetos y se redlizo la
observacion microscopica (45 x). Cada segmento
fue categorizado entre las clases 0 (0% infeccion)
hasta 5 (>95% infeccion). Simultaneamente, lapro-
porcidn de arbuscul os en cada porcion infectadafue
categorizada entre Ao (0% arblsculos) hasta A,
(100% arbtscul 0s).

Se calculd laintensidad de micorrizacion
como: M .. (%) = (n1+5 n2+30 n3+70 n4+95
n5)/N,dondeM . (%) essmétricaend rango
5-95 %, N es &l nimero de fragmentos observados,
y nl .... n5 representan el nimero de fragmentos
categorizados como 1 .... 5, respectivamente.

El contenido relativo de arbusculos del
sistemaradical A (%) fue calculado como:

Trouvelot

A o (Y0) =a. mA /100 con a (%) = (10 mA1+
50mA2+100mA3) /100 con mA = (n1lA +5n2A
+ 30 n3A + 70 n4A+ 95 n5A) donde A es, nlA....
n5A, corresponden al ndmero de fragmentos con
arblsculos pertenecientes a las categorias 1 .... 5,
respectivamente. Las variables cuantificadasfueron
sometidasaandlisisde correlaciony regresion (SAS
1988).

RESULTADOSY DISCUSION

L ostratamientos eval uados permitie-
ron obtener unrangodeM . .. queSe man-
tuvo entre 1-68 %, y entre 0-67 % para la
M oeo Parag A e rangofue0-61%y
para el A, a0 0-58 %. Los rangos de
micorrizacion son coincidentes con los repor-
tados por Schweiger y Jakobsen (1999) en plan-
tas de trigo. La Mg e (24 %) super6 al
A Giovaneni (17 %0). Un comportamiento similar se
encontr6 para M, ,qq (19 %) que super6 al
A owao (10 90). Estasituacion es esperable si
se considera que €l parametro M incluye la
cuantificacion de arbiscul os. Dado queen los
arbisculos se realiza el intercambio de
nutrientes (Pfleger, Linderman 1996), ambos
parametros (A y M) deben ser considerados
en los casos en que se evalUan los efectos
provocados como resultado de la formacion
demicorrizas.

LaM vy el A correlacionaron positiva
y significativamente, tanto cuando fueron
estimados por latécnicade Giovanetti y Mosse
(r>0.96 P £ 0.0001) o por lade Trouvelot et al.
(r>0.87 P £ 0.0001). De manerasimilar, cuando
laM o el A estimados por las dos técnicas
fueron correlacionados, se relacionaron
positivay significativamente (Figural). Tanto
1aM ,oyaei COMOE A . .mostraronval ores
superiores (P=0.01) en cuatro unidades en
relacion a la M Trouvelot y ATrouveIot’
respectivamente. Laspendientesdelarelacién
obtenida parala estimacion de laM no difirié
de uno (P=0.67), mientras que para la
estimacion del A si £=0.001). Por lo
mencionado, podria asumirse una
sobreestimacién en laestimacion por latécnica
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Figura 1. Relacién entre la intensidad de micorrizacion () y contenido de arbusculos (b) cuantificados por €
método de Trouvelot y colaboradores (MTrouvelot y ATrouvelot, respectivamente), con el porcentaje de
micorrizacion (a) y de arblsculos (b) cuantificados por €l método de Giovanetti y Mosse (MGiovanetti y

AGiovanetti, respectivamente).

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

de Giovanetti y Mosse en relacién a la de
Trouvelot et al., fundamentalmente para €l
contenido de arbuscul os.

Los resultados obtenidos muestran
una concordancia general entre las dos técni-
cas evaluadas para estimar tanto laM como €l
A. Mediante latécnicade Giovanetti y Mosse
es posible realizar conjuntamente la
cuantificaciéndelaM, €l A y ladeterminacion
del largo deraiz micorrizado. El tiempo emplea-
do en la preparacion del material a observar
microscopi camente por latécnicade lacuadri-
cula, excede en a menos cinco veces al em-

pleado paralaconfeccién delos preparados a
observar pararealizar la estimacion por el mé-
todo de Trouvelotet al. Paradl tiempo emplea-
do enlaobservaci 6n microscépicadelas mues-
tras, se mantiene lamisma diferencia entre las
dos técnicas parala preparacion del material.

Lasrelaciones halladas entre |as téc-
nicas de Giovanetti y Mossey de Trouvelotet
al. podrian permitir la transformacién de esti-
macionesdelamicorrizaciony el contenido de
arbuscul osrealizadas por unatécnica, haciala
otra.
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