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Abstract

Introduction: The arbuscular mycorrhizal association is the symbiosis between fungi and
the roots of plants, which contributes to maintaining ecosystems in a sustainable manner.
Objectives: To describe the colonization of three arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) inoculated
in two tree legumes and to determine the morphological type of the symbiotic association.
Materials and methods: The seeds of Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. and Platymiscium
diadelphum S. F. Blake were inoculated with three pure strains of AMF: Rhizophagus manihotis
(R. H. Howeler, Sieverd. & N. C. Schenck) C. Walker & A. SchiiRler, Funneliformis mosseae (T. H.
Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. SchiiRler y Scutellospora heterogama (T. H. Nicolson & Gerd.) C.
Walker & F. E. Sanders. At 105 days, the secondary roots were sampled, clarified and stained
with acid fuchsin and trypan blue. The fungal structures were observed under an optical
microscope and the colonization percentage was determined.

Results and discussion: The colonization of the AMF was greater than 60 %. Thin,
transparent and cenocitic hyphae, as well as hylopodia and arbuscules, were observed. In
P. dulce, S. heterogama tends to produce more arbuscules. In P. diadelphum, the percentages of
colonization and fungal structures of the AMF were similar. The morphological association
in the two arboreal species was mainly from the Paris type, with occasional presence of the
type Arum.

Conclusion: The inocula of the AMF established high symbiotic association with the legumes
studied. The applied techniques evidenced the structures of the AMF inside the root and
allowed to identify the morphological association of the symbionts.

Resumen

Introduccién: La asociacién micorrizica arbuscular es la simbiosis entre un hongo y las
raices de las plantas, la cual contribuye a mantener los ecosistemas de manera sostenible.
Objetivos: Describir la colonizacién de tres hongos micorrizicos arbusculares (HMA) inoculados
en dos leguminosas arbéreas y determinar el tipo morfolégico de la asociacién simbiotica.
Materiales y métodos: Las semillas de Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. y Platymiscium
diadelphum S. F. Blake se inocularon con tres cepas puras de HMA: Rhizophagus manihotis (R. H.
Howeler, Sieverd. & N. C. Schenck) C. Walker & A. Schiif$ler, Funneliformis mosseae (T. H. Nicolson
& Gerd.) C. Walker & A. Schiif$ler y Scutellospora heterogama (T. H. Nicolson & Gerd.) C. Walker &
F. E. Sanders. A los 105 dias, las raices secundarias se muestrearon, clarificaron y tifieron con
fucsina 4cida y azul de tripdn. Las estructuras flingicas se observaron en microscopio éptico y
se determin el porcentaje de colonizacién.

Resultados y discusion: La colonizacién de los HMA fue mayor de 60 %. Se observaron hifas
delgadas, transparentes y cenociticas, asi como hifopodios y arbtisculos. En P. dulce, S. heterogama
tiende a producir mayor cantidad de arbtisculos. En P. diadelphum, los porcentajes de colonizacién
y estructuras flngicas de los HMA fueron similares. La asociacién morfolégica en las dos especies
arboreas fue principalmente de tipo Paris, con presencia ocasional del tipo Arum.

Conclusion: Los inéculos de los HMA establecieron alta asociacién simbidtica con las
leguminosas estudiadas. Las técnicas aplicadas evidenciaron las estructuras de los HMA en
el interior de la raiz y permitieron identificar la asociacién morfoldgica de los simbiontes.
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Introduction

The arbuscular mycorrhizal association is a symbiosis
between fungi and the root system of plants. It
is a biotrophic, harmonious and non-pathogenic
interaction that contributes to maintain ecosystems
in a sustainable manner (Bonfante & Genre, 2012;
Scheublin & van der Heijden, 2006). The described
symbiosis is mutualistic,c where both organisms
benefit from a reciprocal exchange of minerals and
organic resources (Cuenca, Cdceres, Oirdobro, Hasmy, &
Urdaneta, 2007) to improve the nutritional status of
the parties involved.

Mycorrhizal fungi facilitate the absorption of nutrients
that are hardly available to plants (Ortas, 2009; van
der Heijden & Scheublin, 2007); in addition, they favor
osmoticadjustment during periods of stress due toa lack
of moisture in the soil (Augé et al., 2004). On the other
hand, fungi require the host plant to complete the life
cycle. This is how the plant controls the colonization
and formation of arbuscules according to their needs,
regulates their defense mechanisms and initiates a
communication process preparing the cells of the root
cortex to receive the symbiote (Schmitz & Harrison,
2014). As colonization progresses through the root, the
fungal structures develop into two types of association
called Arum and Paris. In the first, the hypha grows
intercellularly in the cortex, longitudinally to this
tissue and penetrates with short branches in the cells
forming arbuscules in its interior. In the Paris type, the
intracellular coiled hyphal; it does not always originate
arbuscules capable of interacting with the cytoskeleton.
In this way, the hypha remains separated from the
cytoplasm of the host cell by a matrix at the interface
formed in the apoplastic compartment, similar to the
type Arum (Kubota, McGonigle, & Hyakumachi, 2005).

Smith and Smith (1997) determined the type of
association between arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) and plants, showing that the Paris type prevailed
in 41 botanical families, while in another 30 families
the type Arum was present; in addition, they found
intermediate types in 21 families, among them, the
Fabaceaes. It has been reported that individuals of
this botanical family are able to establish symbiotic
relationships with various organisms, both with the
AMF and with the bacteria responsible for fixing
nitrogen (Zhu, Riely, Burns, & Ané, 2006). The triple
symbiotic relationship plant-fungi-bacteria guarantees
greater efficiency to the legumes, increasing their
biological importance (Scotti & Corréa, 2004).

The tree species Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. and
Platymiscium diadelphum S. F. Blake are native plants
capable of withstanding the adverse conditions that
characterize the semiarid zone of Lara, Venezuela.

Introducciéon

La asociacién micorrizica arbuscular es una simbiosis
entre un hongo y el sistema de raices de las plantas. Es
una interaccion biotréfica, armoniosa y no patogénica,
que contribuye a mantener los ecosistemas de manera
sostenible (Bonfante & Genre, 2012; Scheublin &
van der Heijden, 2006). La simbiosis descrita es
mutualista, donde ambos organismos se benefician
de un intercambio reciproco de minerales y recursos
orgdnicos (Cuenca, Cdceres, Oirdobro, Hasmy, &
Urdaneta, 2007) para mejorar el estatus nutricional de
las partes involucradas.

Los hongos micorrizicos facilitan la absorcién de
nutrientes que se encuentran dificilmente disponibles
para las plantas (Ortas, 2009; van der Heijden &
Scheublin, 2007); ademads, favorecen el ajuste osmotico
durante periodos de estrés por escasez de humedad en
el suelo (Augé et al., 2004). En contraparte, el hongo
requiere a la planta hospedante para completar el ciclo
de vida. Es asi como la planta controla la colonizacién y
formacién dearbusculos deacuerdo consusnecesidades,
regula sus mecanismos de defensa e inicia un proceso
de comunicacién preparando a las células de la corteza de
la raiz para recibir al simbionte (Schmitz & Harrison,
2014). A medida que la colonizacién avanza a través de
la raiz, las estructuras fingicas se desarrollan en dos
tipos de asociacién denominadas Arum y Paris. En la
primera, la hifa crece intercelularmente en la corteza,
en sentido longitudinal a este tejido y penetra con cortas
ramificaciones en las células formando arbtsculos en
su interior. En el tipo Paris, 1a hifa intracelular se enrolla
formando espirales; no siempre origina arbusculos
capaces de interactuar con el citoesqueleto. De esta
manera, la hifa permanece separada del citoplasma de
la célula del hospedante por una matriz en la interfase
formada en el compartimiento apopldstico, similar al
tipo Arum (Kubota, McGonigle, & Hyakumachi, 2005).

Smith y Smith (1997) determinaron el tipo de asociacién
entre los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y las
plantas, evidenciando que prevalecié el tipo Paris en
41 familias botdnicas, mientras que en otras 30 estuvo
presente el tipo Arum; ademds, encontraron tipos
intermedios en 21 familias, entre éstas, las fabdceas. Se
hareportado que los individuos de esta familia botdnica
son capaces de establecer relaciones simbidticas con
diversos organismos, tanto con los HMA como con las
bacterias encargadas de fijar nitrégeno (Zhu, Riely,
Burns, & Ané, 2006). La triple relacién simbidtica
planta-hongo-bacteria garantiza mayor eficiencia a las
leguminosas, incrementando su importancia biolégica
(Scotti & Corréa, 2004).

Las especies arboreas Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth.
y Platymiscium diadelphum S. F. Blake son plantas
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The fresh seeds of P. dulce and P. diadelphum reach
emergency values of 91 and 78 %, respectively, which
increases their potential to include them in urban
landscape and with ecological and economic benefits,
such as the production of excellent quality wood in the
case of oak (Parra, Sanabria, & Maciel, 2011). A strategy
that guarantees the survival of tree species, given the
stress conditions of transplanting and establishment in
urban wooded areas, is the inoculation with AMF at the
initial stages in nursery.

The objectives of the present study were to
describe the colonization of the AMF Rhizophagus
manihotis (R. H. Howeler, Sieverd. & N. C. Schenck)
C. Walker & A. Schiller, Funneliformis mosseae
(T. H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. Schiiler
and Scutellospora heterogama (T. H. Nicolson & Gerd.)
C. Walker & F. E. Sanders, inoculated in plants of
yacure (P. dulce) and oak (P. diadelphum), trees adapted to
semiarid conditions; and determine the morphological
type of the symbiotic association.

Materials and methods

The experiments were carried out in the facilities
of the Posgrado del Decanato de Agronomia of the
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”
(10° 01” 30” N, 69° 16’ 30” W and 500 m) located in
Cabudare, in the municipality of Palavecino in the state
of Lara, Venezuela. The annual precipitation of the
place is 662 mm with average annual temperature
of 24.9 °C.

The mature fruits of P. dulce and P. diadelphum were
collected from 12 and 25 years old adult trees,
respectively, which are located in the facilities of the
institution. The fruits were processed to select seeds
based on size, degree of formation, coloration, absence
of malformations and apparent symptoms of diseases.
In containers designed to produce forest trees, substrate
with mixture of coconut sawdust, rice husk and sandy
loam (1: 1: 1) pasteurized was added. The substrate was
placed until completing 70 % of the available volume
of the cell; each one with 30 g of granulated inoculum of
AMF, conforming the following treatments: R. manihotis
(T1), F. mosseae (T2) and S. heterogama (T3). A seed was
sown in each container. The pure strains of AMF
were provided by the Unidad Micoven of the Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

The design of experiments was completely random;
each treatment consisted of 40 experimental units.
At 105 days after sowing (das), the secondary roots of
20 plants, selected at random, were subjected to the
clarification process with the methodology of Phillips
and Hayman (1970). The roots were divided into two
groups and stained with acid fuchsin and trypan blue.

autoctonas capaces de soportar las condiciones
adversas que caracterizan a la zona semidrida del
estado Lara, Venezuela. Las semillas frescas de P. dulce
y P. diadelphum alcanzan valores de emergencia de 91 y
78 %, respectivamente, lo que amplia su potencial para
incluirlos en el paisajismo urbano y con beneficios
ecolégicos y econdémicos, tal como la producciéon de
madera de excelente calidad en el caso del roble (Parra,
Sanabria, & Maciel, 2011). Una estrategia que garantiza
la sobrevivencia de las especies arboreas, ante las
condiciones de estrés del trasplante y establecimiento
en el arbolado urbano, es la inoculacién con HMA en
fases iniciales en vivero.

Los objetivos del presente trabajo fueron describir
la colonizacién de los HMA Rhizophagus manihotis
(R. H. Howeler, Sieverd. & N. C. Schenck) C. Walker & A.
SchiiRler, Funneliformis mosseae (T. H. Nicolson & Gerd.)
C. Walker & A. Schiiler y Scutellospora heterogama (T. H.
Nicolson & Gerd.) C. Walker & F. E. Sanders, inoculados
en plantas de yacure (P. dulce) y roble (P. diadelphum),
drboles adaptados a condiciones del semidrido;
y determinar el tipo morfolégico de la asociacién
simbidtica.

Materiales y métodos

Los experimentos se llevaron a cabo en las
instalaciones del Posgrado del Decanato de Agronomia
de la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”
(10° 01’ 30” LN, 69° 16’ 30” LO y 500 m) ubicado en
Cabudare, en el municipio Palavecino del estado Lara,
Venezuela. La precipitacién anual del lugar es 662 mm
con temperatura media anual de 24.9 °C.

Los frutos maduros de P. dulce y P. diadelphum se
colectaron de drboles adultos de 12 y 25 afios,
respectivamente, los cuales estdn ubicados en las
instalaciones de la institucién. Los frutos se procesaron
para seleccionar semillas con base en el tamaiio, grado
de formacion, coloracién, ausencia de malformaciones
y sintomas aparentes de enfermedades. En tubetes
disefiados para producir drboles forestales se agregd
sustrato, producto de la mezcla de aserrin de coco,
cdscara de arroz y suelo franco arenoso (1:1:1)
pasteurizado. El sustrato se colocé hasta completar
70 % del volumen disponible de la celda; en cada una
se adicionaron 30 g de indculo granulado de HMA
conformando los siguientes tratamientos: R. manihotis
(T1), E. mosseae (T2) y S. heterogama (T3). Una semilla se
sembr6 en cada tubete. Las cepas puras de HMA fueron
proporcionadas por la Unidad Micoven del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

El disefio de experimentos fue completamente al azar;
cada tratamiento estuvo conformado por 40 unidades
experimentales. A los 105 dias después de la siembra
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The percentage of colonization in the roots was
determined with the methodology proposed by
McGonigle, Hiller, Evans, Fairchild, and Swan
(1990); the thinnest ones (<1 mm) were chosen and
separated into 1 cm long sections. The roots were
placed on the slide in vertical position. Colonization
was described through observations with an optical
microscope (Olympus CX21, China) of 400x and 1000x
magnification. The mycorrhizal structures (hyphae,
arbuscules and vesicles) were quantified by the
following formulas:

Colonization (%): [colonized segments (cm) /(uncolonized
segment (cm) + colonized segment (cm)] * 100

Colonization by hyphae (%): (number of segments with
hyphae/number of total segments) * 100

Colonization by arbuscules (%): (number of segments
with arbuscules /number of total segments) * 100

Colonization by vesicles (%): (number of segments with
vesicles /number of total segments) * 100

The stained roots were cross-sectioned by freehand.
Fungal structures were described in each segment and
section. The information was necessary to define the
morphological type of the association.

Statistical analysis

The colonization percentage data was analyzed by
analysis of variance after checking the statistical
assumptions of the completely random design, using
the program Statistix version 8.0. (Analytical Software,
2003). Subsequently a comparison of means was made
with the Dunnet test (P < 0.05).

Results and discussion
Pithecellobium dulce

Colonization of arbuscular mycorrhizal fungi at 105
days after sowing

Table 1 shows the results of colonization and
development of AMF structures in P. dulce. At 105 das,
R. manihotis colonized 80.36 % of the roots and developed
79.40 % of hyphae and 47.60 % of arbuscules; F. mosseae
colonized 61.38 % and generated 61.05 % of hyphae
and 31.57 % of arbuscules; while S. heterogama had
approximately the same percentage of colonization,
hyphae and arbuscules (59 %). The analysis of variance
detected significant differences (P < 0.05) between
at least a pair of means of the treatments inoculated
when estimating the variables mentioned above, being
R. manihotis (T,) the one with highest percentage of

(dds), las raices secundarias de 20 plantas, seleccionadas
al azar, se sometieron al proceso de clarificacién con la
metodologia de Phillips y Hayman (1970). Las raices se
dividieron en dos grupos y se tifieron con fucsina dcida
y azul de tripdn.

El porcentaje de colonizacién en las raices se determiné
con la metodologia propuesta por McGonigle, Hiller,
Evans, Fairchild, y Swan (1990); se eligieron las mds
delgadas (< 1 mm) y se separaron en secciones de
1 cm de largo. Las raices se colocaron sobre la ldmina
portaobjeto en posicién vertical. La colonizacién se
describi6 a través de observaciones con un microscopio
optico (Olympus CX21, China) de 400x y 1000x
de aumento. Las estructuras micorrizicas (hifas,
arbusculos y vesiculas) se cuantificaron mediante las
siguientes férmulas:

Colonizacién (%): [segmentos colonizado (cm) /
(segmento no colonizado (cm) + segmento colonizado
(cm)] * 100

Colonizacién por hifas (%): (nimero de segmentos con
hifas/nimero de segmentos totales) * 100

Colonizacién por arbusculos (%): (ntimero de segmentos
con arbusculos/ntmero de segmentos totales) * 100

Colonizacién por vesiculas (%): (nimero de segmentos
con vesiculas/namero de segmentos totales) * 100

Las raices tefiidas se seccionaron transversalmente a
manoalzada. En cada segmentoyseccién se describieron
las estructuras de los hongos. La informacién fue necesaria
para definir el tipo morfolégico de la asociacion.

Analisis estadistico

Los datos de porcentaje de colonizacién se analizaron
mediante andlisis de varianza después de comprobar
los supuestos estadisticos del disefilo completamente
al azar, en el programa Statistix versiéon 8.0.
(Analytical Software, 2003). Posteriormente se hizo
una comparacion de medias con la prueba de Dunnet
(P < 0.05).

Resultados y discusion
Pithecellobium dulce

Colonizaciéon de los hongos micorrizicos arbuscula-
res a los 105 dias después de la siembra

El Cuadro 1 muestra los resultados de colonizacién
y desarrollo de estructuras de los HMA en P. dulce. A
los 105 dds, R. manihotis colonizé 80.36 % de las raices
y desarrolld 79.40 % de hifas y 47.60 % de arbusculos;
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colonization and hyphae. The production of arbuscules
and vesicles was statistically similar (P > 0.05) in
R. manihotis and S. heterogama. Rhizophagus manihotis and
F. mosseae had 18.91 and 15.95 % intra-radicular vesicles,
respectively. It should be noted that S. heterogama does
not produce them (Gonzdlez & Cuenca, 2008). The
vesicles are indicative of the end of the development of
mycorrhizal fungi when colonizing the roots (Bonfante
& Genre, 2012), so that it is inferred that R. manihotis
and F. mosseae kept growing actively.

The highest percentage of colonization corresponded
to the treatment where R. manihotis (80.36 %) was
inoculated. In the case of F. mosseae and S. heterogama,
although they were inferior to those of T1 (61.38
and 59.58 %, respectively), they exceeded the value
indicated by Habte, Fox, Aziz, and El-Swaify (1988) for
L. leucochepala ‘K8’, inoculated with Glomus agregatum N.
C. Schenck & G. S. Sm. (30 % colonization). This suggests
that the spores used in the tests had adequate conditions
for germination and, as indicated by these authors,
the fungi behaved like good colonizers. The results
demonstrated the affinity between AMF and P. dulce, a
species belonging to the fabaceae, which coincided with
the results obtained by Patreze and Cordeiro (2005),
who indicated 24.72, 42.25 and 15.35 % of colonization of
native mycorrhizal fungi in Enterolobium. contortisiliquum
(Vell.) Morong, Inga laurina (Sw.) Willd. and Platypodium
elegans Vogel, respectively. The values superior to 50 %
of colonization, in mycorrhizal relations, favor the
ecological succession and level of survival, as indicate
by Kumar, Raghuwanshi, and Upadhyay (2003) in Acacia
auriculiformis A. Cunn. ex Benth., A. catechu (Willd.)
Wight & Arn., A. procera (Roxb.) Willd., A. nilotica (L.)
Delile, Albizia lebbeck (L.) Benth., Prosopis juliflora (SW)
DC., Pongamia pinnata (L.) Pierre, Dalbergia sissoo Roxb. ex
DC. and Tamarindus indica species of the Fabaceae family.

F. mosseae coloniz6 61.38 % y generd 61.05 % de hifas y
31.57 % de arbusculos; mientras que S. heterogama tuvo
aproximadamente el mismo porcentaje de colonizacion,
hifas y arbusculos (59 %). El andlisis de varianza detectd
diferencias significativas (P < 0.05) entre al menos
un par de medias de los tratamientos inoculados al
estimar las variables mencionadas anteriormente,
siendo R. manihotis (T,) quien produjo mayor porcentaje
de colonizacién e hifas. La produccién de arbusculos
y vesiculas fue estadisticamente similar (P > 0.05) en
R. manihotis y S. heterogama. Rhizophagus manihotis
y F. mosseae tuvieron 18.91 y 15.95 % de vesiculas
intrarradicales, respectivamente. Cabe destacar que
S.heterogamanolas produce (Gonzdlez & Cuenca, 2008).Las
vesiculas son indicativos de la finalizacién del desarrollo
del hongo micorrizico al colonizar las raices (Bonfante &
Genre, 2012), de manera que se infiere que R. manihotis y
F. mosseae se mantuvieron creciendo activamente.

El mayor porcentaje de colonizacién correspondi6 al
tratamiento donde se inoculd R. manihotis (80.36 %).
En el caso de F. mosseae y S. heterogama, aunque fueron
inferiores a los de T1 (61.38 y 59.58 %, respectivamente),
superaron el valor sefialado por Habte, Fox, Aziz, y El-
Swaify (1988) para L. leucochepala ‘K8’, inoculada con
Glomus agregatum N. C. Schenck & G. S. Sm. (30 % de
colonizacién). Lo planteado permite inferir que las
esporas utilizadas en los ensayos tuvieron condiciones
adecuadas para la germinacion y, tal cual lo sefialaron
dichos autores, los hongos se comportaron como buenos
colonizadores. Los resultados demostraron la afinidad
entre los HMA y P. dulce, especie perteneciente a las
fabdceas, lo cual coincidi6 con los resultados obtenidos
por Patreze y Cordeiro (2005), quienes indicaron 24.72,
42.25y 15.35 % de colonizacién de hongos micorrizicos
nativos en Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong,
Inga laurina (Sw.) Willd. y Platypodium elegans Vogel,

Table 1. Colonization and structures of arbuscular mycorrhizal fungi inoculated in Pithecellobium dulce. The
fungal structures were quantified in root segments at 105 days after sowing.

Cuadro 1. Colonizacion y estructuras de hongos micorrizicos arbusculares inoculados en Pithecellobium dulce.
Las estructuras fingicas se cuantificaron en segmentos de raices a los 105 dias después de la siembra.

Colonization (%)/

Treatments /Tratamientos . . .
Colonizacion (%)

Rhizopagus manihotis 80.36 +2.62a
Funneliformis mosseae 61.38+291Db
Scutellospora heterogama 59.98 £3.81Db
Coefficient of variation (%)/ 12.26

Coeficiente de variacién (%)

Hyphas (%) / Arbuscules (%) / Vesicles (%) /
Hifas (%) Arbusculos (%) Vesiculas (%)
7940 +2.85a 47.60 £3.67 a 1891 +2.25a
61.05+3.01Db 31.57+1.88b 15.95 *2.67 a
59.38+3.90 b 59.38+2.33a Oa
12.74 17.08 19.03

Means with different letter in each column differ significantly according to the Dunnet test (P < 0.05).

Medias con diferente letra en cada columna difieren significativamente segtin la prueba de Dunnet (P < 0.05).
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With respect to the percentage of arbuscules, the
fluctuation between the treatments with R. manihotis,
F. mosseae and S. heterogama in P. dulce is justified,
since these structures are short-lived, with seasonal
occurrence and formation sensitive to variation
ofenvironmentalfactorsandphysiologicalmetabolism
of the host plant (Alexander, Meier, Toth, & Weber, 1988).

On the other hand, the low percentage of vesicles
determined in this study (18.95 and 15.95 % for
R. manihotis and F. mosseae, respectively) is explained
by the fact that the formation of these storage
structures depends on the type of mycorrhizal fungi,
of its development within the root and environmental
factors (Hawley & Dames, 2004; Kumar et al., 2003).

Anatomy of arbuscular mycorrhizal
fungi colonization

Figure 1 illustrates the colonization of the arbuscular
mycorrhizal fungi R. manihotis (A and E), S. heterogama
(B and G) and F. mosseae (C, D and F). The colonization in
P. dulce was evidenced in the terminal roots, maintaining
the integrity of the cortical cells. The hyphae formed
thickened hifopodia, which were the means of
penetration through or between the rhizodermal cells
(Figure 1B). These observations coincided with those
described by Garriock, Petersonm, and Ackerley (1989),
who considered that these structures are similar to
those of pathogenic fungi. The inter and intracellular
hyphae developed from the penetration points
(Figures 1B and 1D) in circumferential and longitudinal
directions, crossing the cortical parenchyma, without
reaching the vascular cylinder (Figures 1F and 1G).

According to the development of the intraradical
mycelium, the morphological behavior observed in
P. dulce was intermediate between Arum (Figures 1A,
1B and 1F) and Paris (Figures 1C and 1D). During the
first phase of colonization, the second morphological
type was predominant in the circumferential direction,
since the fungal symbiont propagated in the cortical
parenchyma by means of intracellular hyphae of
considerable thickness (Figure 1F); subsequently,
arbuscules were formed as terminal structures within
the cells, in addition to intercellular spirals (Figure
1C). The arbuscular interfaces in Arum and Paris
were similar. In the arbuscules, the trunk or base
could be distinguished, while the ends were divided
dichotomically (Figure 1E). These results coincided
with those reported by Shi, Chen, Feng, Liu, and
Christie (2006) in species of Meliaceae, and with those
of Armstrong and Peterson (2002) in Panax quinquefolius
L. Although the function of hyphae rolled into the type
Paris is still uncertain, Cavagnaro, Smith, Ayling, and
Smith (2003) stated that they provide an interfacial
area as wide as arbuscules, which could be related to

respectivamente. Los valores superiores a 50 % de
colonizacién, en relaciones micorrizicas, favorecen la
sucesion ecolégica y nivel de sobrevivencia, tal cual
lo sefialan Kumar, Raghuwanshi, y Upadhyay (2003)
en Acacia auriculiformis A. Cunn. ex Benth., A. catechu
(Willd.) Wight & Arn., A. procera (Roxb.) Willd., A. nilotica
(L.) Delile, Albizia lebbeck (L.) Benth., Prosopis juliflora (SW)
DC., Pongamia pinnata (L.) Pierre, Dalbergia sissoo Roxb.
ex DC. y Tamarindus indica (L.), especies de la familia
Fabaceae.

Con respecto al porcentaje de arbusculos, la fluctuacién
entre los tratamientos con R. manihotis, F. mosseae
y S. heterogama en P. dulce se justifica, ya que estas
estructuras son de vida corta, con ocurrencia estacional
y de formacién sensible a la variacién de los factores
ambientales y metabolismo fisiolégico de la planta
hospedante (Alexander, Meier, Toth, & Weber, 1988).

Por otra parte, el bajo porcentaje de vesiculas
determinado en este estudio (18.95 y 15.95 % para
R. manihotis y F. mosseae, respectivamente) se explica
por el hecho de que la formacién de estas estructuras
de almacenamiento depende del tipo de hongo
micorrizico, de su desarrollo dentro de la raiz y de los
factores ambientales (Hawley & Dames, 2004; Kumar
et al., 2003).

Anatomia de la colonizacién de los
hongos micorrizicos arbusculares

La Figura 1 ilustra la colonizacién de los hongos
micorrizicos arbusculares R. manihotis (A y E),
S. heterogama (By G) y F. mosseae (C, D y F). La colonizacién
en P. dulce se evidencié en las raices terminales,
manteniéndose la integridad de las células corticales.
Las hifas formaron hifopodios engrosados, los cuales
fueron el medio de penetracién a través o entre las
células rizodérmicas (Figura 1B). Estas observaciones
coincidieron con las descritas por Garriock, Petersonm,
y Ackerley (1989), quienes consideraron que dichas
estructuras son similares alas de los hongos patogénicos.
Las hifas inter e intracelulares se desarrollaron desde
los puntos de penetracion (Figuras 1B y 1D) en sentidos
de direccién circunferencial y longitudinal, recorriendo
el parénquima cortical, sin llegar al cilindro vascular
(Figuras 1F y 1G).

De acuerdo con el desarrollo del micelio intrarradical,
el comportamiento morfolégico observado en P. dulce
fue intermedio entre el tipo Arum (Figuras 1A, 1B y
1F) y Paris (Figuras 1C y 1D). Durante la primera fase
de colonizacién, el segundo tipo morfolégico fue
predominante en sentido circunferencial, ya que el
simbionte flingico se propagd en el parénquima cortical
pormedio de hifas intracelulares de grosor considerable
(Figura 1F); posteriormente, se formaron arbusculos
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the transfer of nutrients in plant species tolerant to
environmental stress and slow growth. On the other
hand, Hawley and Dames (2004) considered that the
host could determine the dominant morphological
type, indicating that the different structures are no
more than adaptations for fungi survirval.

como estructuras terminales dentro de las células,
ademads de espirales o rulos intercelulares (Figura 1C).
Las interfases arbusculares en los tipos Arum y Paris
fueron similares. En los arbusculos se pudo distinguir
el tronco o base, mientras que las terminaciones de los
extremos se dividieron dicotémicamente (Figura 1E).

Figure 1. Colonization of the arbuscular mycorrhizal fungi Rhizopagus manihotis (A and E), Scutellospora heterogama
(B and G) and Funneliformis mosseae (C, D and F) in pruning (A, B, C, D and E) and cross sections (F and
G) of Pithecellobium dulce roots; where rhizodermis (ri), cortex (c), vascular cylinder (cv), extrarradical
hyphae (he), hifopodium (ap), intraradical hypha (hi), intracellular (r), exodermis (ex), endodermis (en),
arbisculo (a) and trunk or base of the arbuscle (ta) can be observed.

Figura1. Colonizacion delos hongos micorrizicos arbusculares Rhizopagus manihotis (Ay E), Scutellospora heterogama
(B y G) y Funneliformis mosseae (C, D y F) en aclarados (A, B, C, D y E) y secciones transversales (Fy G) de
raices de Pithecellobium dulce; donde se pueden observar rizodermis (ri), corteza (c), cilindro vascular
(cv), hifa extrarradical (he), hifopodio (ap), hifa intrarradical (hi), rulo intracelular (r), exodermis (ex),
endodermis (en), arbuisculo (a) y tronco o base del arbusculo (ta).
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Platymiscium diadelphum

Colonization of arbuscular mycorrhizal fungi at 105
days after sowing

Table 2 presents the results of the colonization of
R. manihotis, F. mosseae and S. heterogama in P. diadelphum
at 105 das. The colonization of the three AMF was
greater than 90 %, being statistically similar (P > 0.05).
The percentage of hyphae, arbuscules and vesicles was
also similar in the three treatments.

The interaction and bidirectional exchange between
the plant and the mycorrhizal fungi were evidenced
with a satisfactory percentage of arbuscules in each
treatment. The lowest value was 69.7 % in F. mosseae,
while the highest corresponded to R. manihotis (85.7 %);
all three treatments were statistically similar (P > 0.05).
The importance of the presence of arbuscules lies
in the fact that these structures participate directly in
the transport of compounds necessary for the
development of the plant and fungi (Ortas, 2009).

The percentages of intraradical vesicles were 85.7 and
12.2 for R. manihotis and F. mosseae, respectively. These
values allowed to infer that the interaction between P.
diadelphum and the inocula used if it was carried out,
since the colonization was greater than 90 %. Despite
the difference margins of the values, the analysis of
variance (P < 0.05) did not detect significant differences
between the variables evaluated. The low values are
due to the fact that the vesicles are formed with the
purpose of storing reserve substances, so they are less
perceived until fungi are fully established.

Estos resultados coincidieron con los reportados por
Shi, Chen, Feng, Liu, y Christie (2006) en especies de
Meliaceae, y con los de Armstrong y Peterson (2002)
en Panax quinquefolius L. Aunque la funcién de las hifas
enrolladas en el tipo morfolégico Paris ain es incierta,
Cavagnaro, Smith, Ayling, y Smith (2003) afirmaron
que estas proveen un drea interfacial tan amplia como
los arbusculos, lo cual podria estar relacionado con la
transferencia de nutrientes en especies vegetales tolerantes
a estrés ambiental y de crecimiento lento. Por su parte,
Hawley y Dames (2004) consideraron que el hospedante
podria determinar el tipo morfolégico dominante,
indicando que las diferentes estructuras no son mds que
adaptaciones para la sobrevivencia del hongo.

Platymiscium diadelphum

Colonizaciéon delos hongos micorrizicos arbusculares
a los 105 dias después de la siembra

El Cuadro 2 presenta los resultados de la colonizacién
de R. manihotis, F. mosseae y S. heterogama en P. diadelphum
alos 105 dds. La colonizacién de los tres HMA fue mayor
de 90 %, siendo estadisticamente similar (P > 0.05). El
porcentaje de hifas, arbisculos y vesiculas también fue
similar en los tres tratamientos.

La interaccién e intercambio bidireccional entre la
planta y el hongo micorrizico se evidenciaron con
un porcentaje de arbusculos satisfactorio en cada
tratamiento. El valor mds bajo fue de 69.7 % en F. mosseae,
mientras que el mdximo correspondié a R. manihotis
(85.7 %); los tres tratamientos fueron estadisticamente
similares (P > 0.05). La importancia de la presencia de

Table 2. Colonization and structures of arbuscular mycorrhizal fungi inoculated in Platymiscium diadelphum. The
fungal structures were quantified in root segments at 105 days after sowing.

Cuadro 2. Colonizacion y estructuras de hongos micorrizicos arbusculares inoculados en Platymiscium diadelphum.
Las estructuras fiingicas se cuantificaron en segmentos de raices a los 105 dias después de la siembra.

Treatments/ Colonization (%)/ Hyphas (%)/ Arbuscules (%) / Vesicles (%) /

Tratamientos Colonizacion (%) Hifas (%) Arbusculos (%) Vesiculas (%)
Rhizopagus manihotis 98.50 + 2.75 93.50 + 2.99 85.70 + 3.24 85.70 £ 2.47
Funneliformis mosseae 92.40 £ 2.95 91.10 £ 3.07 69.70 * 3.88 12.20 £ 3.35
Scutellospora heterogama 91.30 £ 2.37 88.10 £ 3.65 72.20 £ 3.83 0.0
Coefficient of variation (%)/ 17.22 6.97 12.42 18.03
Coeficiente de variacién (%)

According to the Dunnet test, there was no significant difference (P > 0.05) in the effect of arbuscular mycorrhizal fungi (treatments).

De acuerdo con la prueba de Dunnet, no hubo diferencia significativa (P > 0.05) en el efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (tratamientos).

Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente | Vol. XXIV, nim. 2, mayo-agosto 2018.



Parra-Rivero et al.

The results showed that the level of association of
P. diadelphum with R. manihotis, F. mosseae and
S. heterogama is high, regarding the classification
categories proposed by Kumar et al. (2003).

The mycorrhizal relationship of P. diadelphum
agrees with that expressed by Saslis-Lagoudakis,
Chase, Robinson, Russell, and Klitgaard (2008), who
determined that the success in the establishment of
Platymiscium is due to the development of strategies to
optimize development and adaptation in dry biomes,
in turn Smith and Smith (1997) indicated the existence
of a mycorrhizal symbiosis in the legumes of the
subfamily Papilionoideae.

Forindividuals of the Fabaceae family, high percentages
of colonization by mycorrhizal fungi have beenreported.
In this same sense, in a study carried out in six families
of angiosperms, Fabaceae ranked third in colonization
with values higher than 50 % (Ali, Mubassara, Rahman,
Alam, & Khan, 2008). Similarly, Rey, Chamorro, and
Ramirez (2005) determined superior colonization of
60 % when they used double inoculation with strains
of rhizobia in Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, while
Ingleby, Wilson, and Munro (2007) reported that the
arboreal fabaceae Senna siamea (Lam.) H. S. Irwin &
Barneby, Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. and
Calliandra calothyrsus Meisn, are highly dependent on
mycorrhizae and, therefore, respond satisfactorily
to inoculation. On the other hand, Sylvia, Alagely,
Kent, and Mecklenburg (1998) determined that plants
that grow in containers have a greater percentage of
colonization than those that grow in open spaces, as
observed in Acacia farnesiana (L.) Willd.

The percentages of arbuscules in P. diadelphum were
high, corresponding to the moderate to very high
categories according to Kumar et al. (2003), although
these structures are considered short-lived (Alexander
et al, 1988). Opposite situation occurred with the
vesicles; the absence of these was attributed to the fact
that fungi are in an active phase of development
(Hawley & Dames, 2004).

The inoculation with AMF caused satisfactory results;
however, there was no constant prevalence of one
mycorrhizal fungus over another, although the
colonization rates were high. This result allows us to
infer that a host plant can interrelate with different
AMF, a response that can be measured through the
effects on the survival and diversity of plant species
in an ecosystem (Scotti & Corréa, 2004). It is necessary
to consider the extrinsic factors of the plant (Jansa,
Smith, & Smith, 2008), since the quantification of
fungal structures within the root is variable.

Each fungal species has potential characteristics to
establish the symbiosis, such is the case of the species

arbusculos radica en que estas estructuras participan
directamente en el transporte de compuestos necesarios
para el desarrollo de la planta y el hongo (Ortas, 2009).

Los porcentajes de vesiculas intrarradicales fueron 85.7
y 12.2 para R manihotis y F. mosseae, respectivamente.
Estos valores permitieron inferir que la interaccién
entre P. diadelphum y los indculos utilizados si se llevd
a cabo, ya que la colonizacién fue mayor de 90 %. A
pesar de los margenes de diferencia de los valores, el
andlisis de varianza (P < 0.05) no detect6 diferencias
significativas entre las variables evaluadas. Los valores
bajos se deben a que las vesiculas se forman con la
finalidad de almacenar sustancias de reservas, por
lo que son menos percibidas hasta que el hongo se
encuentra totalmente establecido.

Los resultados demostraron que el nivel de asociacién
de P. diadelphum con R. manihotis, F. mosseae y S. heterogama
es alto, considerando las categorias de clasificacién
propuestas por Kumar et al. (2003).

La relacién micorrizica de P. diadelphum concuerda con
lo expresado por Saslis-Lagoudakis, Chase, Robinson,
Russell, y Klitgaard (2008), quienes determinaron que
el éxito en el establecimiento de Platymiscium se debe al
desarrollo de estrategias para optimizar su desarrollo y
adaptacién en biomas secos, a suvez Smith y Smith (1997)
indicaron la existencia de una simbiosis micorrizica en
las leguminosas de la subfamilia Papilionoideae.

Para los individuos de la familia Fabaceae se han
reportado porcentajes altos de colonizacién por
hongos micorrizicos. En este mismo sentido, en un
estudio realizado en seis familias de angiospermas,
Fabaceae ocup¢ el tercer lugar en colonizacién con
valores superiores de 50 % (Ali, Mubassara, Rahman,
Alam, & Khan, 2008). Del mismo modo, Rey, Chamorro,
y Ramirez (2005) determinaron colonizacién superior
de 60 % cuando emplearon la doble inoculacién con
cepas de rizobios en Leucaena leucocephala (Lam.) de
Wit, mientras que Ingleby, Wilson, y Munro (2007)
seflalaron que las fabdceas de porte arbdreo Senna
siamea (Lam.) H. S. Irwin & Barneby, Gliricidia sepium
(Jacq.) Kunth ex Walp. y Calliandra calothyrsus Meisn.
son altamente dependientes de las micorrizas Yy,
por consiguiente, responden satisfactoriamente a
la inoculacién. Por su parte, Sylvia, Alagely, Kent, y
Mecklenburg (1998) determinaron que las plantas que
crecen en contenedores presentan mayor porcentaje de
colonizacién que aquellas que crecen en espacios abiertos,
tal como lo observaron en Acacia farnesiana (L.) Willd.

Los porcentajes de arbusculos en P. diadelphum
fueron elevados, correspondiendo con las categorias
de moderada a muy altas de acuerdo con Kumar
et al. (2003), a pesar de que estas estructuras son
consideradas de corta vida (Alexander et al., 1988). Caso
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of Gigasporaceae that are slow to colonize, but their
hyphae reach greater extension in the soil during
the germination of the spore and after this period
(Matekwor, Andoh, & Nonaka, 2007). The dynamics
of growth and development of the host plant and
the mycorrhizal fungus simultaneously regulates
bidirectional exchange; therefore, synchronization
depends on various factors that define the complexity
of the relationship (van del Heijden & Scheublin, 2007).

Anatomy of colonization

Figure 2 shows the colonization of the arbuscular
mycorrhizal fungi S. heterogama (A and C), R. manihotis
(B and H) and F. mosseae (D, E, F and G). In the
longitudinal and transverse sections of roots of
P. diadelphum a large volume of thin, transparent
and cenocitic hyphae was observed, surrounding the
terminal roots (Figure 2A).

In the roots the presence of spores and hifopodia in
the rhizodermis was evidenced, which initiated the
intraradical colonization (Figures 2C, 2E and 2F);
subsequently, the hyphae branched extending from the
exodermis to the region of the central cylinder (Figure
2H). Sbrana and Giovannetti (2005) and Zhu et al. (2006)
stated that germination of the spore and the formation
of hifopodia represent the main specific morphogenetic
event, whose differentiation is mediated by unknown
signals, which probably includes the chemical and
mechanical sensitive, specific to the type of hyphae.

During intraradical colonization in P. diadelphum,
the hyphae of AMF showed development patterns
corresponding to intermediate types between
Paris (Figures 2D and 2G) and Arum (Figure 2H).
Colonization spread from one cell to another and
spirals formed to produce intercellular rollers (Figures
2 D and 2G); these characteristics corresponded to the
type Paris. The development of the hyphae extended
longitudinally intercellularly and at the level of the
bark. The hyphae formed, at certain intervals, lateral
branches that penetrated the cell wall; they branched
dichotomically causing arbuscules (Figure 2C); and,
despite the ephemeral life cycle, they followed the
pattern established for the Arum morphological type.
The arbuscular interface was similar in the Arum and
Paris morphological types.

In the opinion of Armstrong and Peterson (2002), the
coiled hyphae of Paris interact with the cytoskeleton
and are separated from the cytoplasm of the host cells
by an interfacial matrix, formed in the apoplastic
compartment, showing this similarity with Arum
mycorrhiza. It should be noted that the interface of the
intercellular hyphae contributes significantly to the
release of phosphorus to the host cells.

contrario ocurri6 con las vesiculas; la ausencia de estas
se atribuy6 a que el hongo se encuentra en una fase
activa de desarrollo (Hawley & Dames, 2004).

La inoculacién con HMA causé resultados satisfactorios;
sin embargo, no hubo prevalencia constante de un
hongo micorrizico sobre otro, aunque los porcentajes
de colonizacién hayan sido elevados. Este resultado
permite inferir que una planta hospedante puede
interrelacionarse con diversos HMA, respuesta que
puede medirse a través de los efectos en la sobrevivencia
y diversidad de especies vegetales en un ecosistema
(Scotti & Corréa, 2004). Es necesario considerar los
factores extrinsecos de la planta (Jansa, Smith, &
Smith, 2008), ya que la cuantificacién de estructuras
del hongo dentro de la raiz es variable.

Cada especie flngica tiene caracteristicas potenciales
para establecer las simbiosis, tal es el caso de las especies
de Gigasporaceae que son lentas para colonizar, pero
sus hifas alcanzan mayor extensioén en el suelo durante
la germinacién de la espora y posterior a este periodo
(Matekwor, Andoh, & Nonaka, 2007). La dindmica de
crecimiento y desarrollo de la planta hospedante y
del hongo micorrizico regula simultdneamente el
intercambio bidireccional; por tanto, la sincronizacién
depende de diversos factores que definen la complejidad
de la relacién (van del Heijden & Scheublin, 2007).

Anatomia de la colonizaciéon

La Figura 2 ilustra la colonizaciéon de los hongos
micorrizicos arbusculares S. heterogama (A y C),
R. manihotis (B 'y H) y F. mosseae (D, E, F y G). En las
secciones longitudinales y transversales de raices de
P. diadelphum se observé un gran volumen de hifas
delgadas, transparentes y cenociticas, rodeando las
raices terminales (Figura 2A).

En las raices se evidenci6 la presencia de esporas
e hifopodios en la rizodermis, los cuales iniciaron
la colonizacién intrarradical (Figuras 2C, 2E y 2F);
posteriormente, las hifas se ramificaron extendiéndose
desde la exodermis hasta la regiéon del cilindro
central (Figura 2H). Sbrana y Giovannetti (2005) y
Zhu et al. (2006) afirmaron que la germinacién de
la espora y la formacién de hifopodios representan
el principal evento morfogenético especifico, cuya
diferenciacién es mediada por sefiales desconocidas, lo
que probablemente incluya las quimicas y mecdnicas
sensitivas, propias del tipo de hifa.

Durante la colonizacién intrarradical en P. diadelphum,
las hifas de los HMA presentaron patrones de
desarrollo correspondientes a tipos intermedios
entre el Paris (Figuras 2D y 2G) y Arum (Figura 2H).
La colonizacién se extendi6é de una célula a otra y se
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Apparently, the expression of one or another
morphological development of AMF is strongly
controlled by the host plant (Matekwor et al., 2007).
Urcelay, Tecco, and Chiarini (2005) affirmed that the
intermediate types between Arum and Paris present
characteristics formed by the same AMF species and
that the formation of mycorrhizal structures in the
roots is determined by the interaction of the species of
plants and fungi involved . The intermediate type
of morphological development of AMF observed in
P. diadelphum coincided with that reported by Smith
and Smith (1997) for Fabaceae. On the other hand,
Cavagnaro et al. (2003) considered that this is the most
common morphological behavior.

formaron espirales para originar rulos intercelulares
(Figuras 2 D y 2G); estas caracteristicas correspondieron
al tipo Paris. El desarrollo de las hifas se extendi6 en
sentido longitudinal intercelularmente y a nivel de
la corteza. Las hifas formaron, en ciertos intervalos,
ramificaciones laterales que penetraron la pared
celular; se ramificaron dicotémicamente originando
arbtisculos (Figura 2C); y, a pesar del ciclo de vida tan
efimero, siguieron el patrén establecido para el tipo
morfolégico Arum. La interfase arbuscular fue similar
en los tipos morfolégicos Arum y Paris.

A juicio de Armstrong y Peterson (2002), las hifas
enrolladas del tipo Paris interactiian con el citoesqueleto

Figure 2. Colonization of the arbuscular mycorrhizal fungi Scutellospora heterogama (A and C), Rhizopagus
manihotis (B and H) and Funneliformis mosseae (D, E, F and G) in rinse (A, B, C, D, E and F) and transverse
sections (G and H) from roots of Platymiscium diadelphum; where we can see rhizodermis (ri), exodermis
(ex), bark (c), extrarradical hypha (he), intraradical hypha (hi), arbuscule (a), intrarradical spore (ei)
and germinative tube (tg) and trunk or base of the arbusculo (ta).

Figura 2. Colonizacién de los hongos micorrizicos arbusculares Scutellospora heterogama (A y C), Rhizopagus
manihotis (B y H) y Funneliformis mosseae (D, E, Fy G) en aclarado (A, B, C, D, Ey F) y secciones transversales
(Gy H) de raices de Platymiscium diadelphum; donde se pueden observar rizodermis (ri), exodermis (ex),
corteza (c), hifa extrarradical (he), hifa intrarradical (hi), arbisculo (a), espora intrarradical (ei) y tubo
germinativo (tg) y tronco o base del arbiisculo (ta).
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The Paris-type association has been determined more
frequently in trees and plants of semi-arid ecosystems
(Yamato & Iwasaki, 2002), a characteristic present in
P. diadelphum.

Conclusions

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) Rhizopagus
manihotis, Funneliformis mosseae and Scutellospora
heterogama established high symbiotic association
with Pithecellobium dulce and Platymiscium diadelphum,
which is why inoculation of these is recommended
in the nursery phase. The morphological association in
P. dulce and P. diadelphum inoculated with AMF was
of Paris type, mainly, with occasional presence of
Arum. In P. dulce, S. heterogama tended to produce
more arbuscules; structures that allow bidirectional
exchange between the arbuscular mycorrhizal fungi
and the host plant. In the case of P. diadelphum, the
colonization of the three fungi inoculated and the
development of fungal structures were similar.
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