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RESUMEN

Los hongos micorricicos arbusculares han sido registrados en distintos represen-
tantes de bridfitas (sensu lato). En este trabajo se da a conocer la colonizacion mi-
corricica arbuscular en Plagiochasma rupestre, encontrada en el Chaco Serrano de la
Provincia de Tucuman, Argentina. Ademas, se describen los tipos morfologicos de
colonizaciéon Arum y Paris y la co-ocurrencia con endoéfitos septados oscuros (ESO)
y hongos septados desconocidos (HSD).
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi have been recorded in different representatives of
bryophytes (sensu lato). In this work, the colonization of Plagiochasma rupestre found
in the Chaco Serrano of Tucuman (Argentina) is disclosed. In addition, Arum and
Paris morphological types and the co-occurrence with dark septate endophytes (DES)
and unknown septate fungi (SUF) are described.

Keywords — Arbuscular mycorrhizae; endophytes; Plagiochasma.

INTRODUCCION

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) se asocian con mas del 80% de las
plantas terrestres vasculares y no vasculares (briéfitas y plantas afines), epifitas o
acuaticas; los cuales se encuentran en diversos ecosistemas (Brundrett, 2002; Bi-
dartondo et al., 2011). Particularmente, las briéfitas juegan un papel importante en
la dinamica de la vegetacion del sotobosque, el ciclo de nutrientes, la estructura y
estabilidad del suelo (Smith y Smith, 1997). Las mismas carecen de tejido vascular
por lo que adoptan distintas estrategias para captar nutrientes. Son numerosos los
estudios que demuestran la asociacion de las briéfitas con diferentes microorganis-
mos (Estébanez et al., 2011). La presencia de estructuras fingicas de HMA ha sido
reportada en este grupo de plantas (Scagel et al., 1982; Zhang y Guo, 2007; Cottet y
Messuti, 2017, 2022). Si bien la investigacion es ain escasa, se encuentran mayores
registros en antocerotes (Anthocerotophyta) y hepaticas (Marchantiophyta) que en
especies de musgos (Bryophyta). Asociaciones con HMA fueron citadas en varias
especies de hepaticas en distintas regiones del mundo (Rabatin, 1980; Read et al.,
2000; Ligrone et al., 2007; Cottet y Messuti, 2019). En estas asociaciones los talos
de los gametofitos son colonizados por las hifas de HMA a través de los rizoides;
siendo confirmada la identidad de los HMA en diferentes especies de hepaticas
mediante estudios morfoldgicos y moleculares (Chambers et al., 1999; Ligrone et
al., 2007; A.B.De., 2017).

En las hepaticas se cita la presencia de estructuras de HMA en Plagiochas-
ma rupestre (G. Forst.) Steph. y Lunularia cruciata (L.) Lindb. de plantas obtenidas
por cultivo in vitro (Silvani et al., 2012; Fonseca y Berbara, 2008); mientras que en
Aneura mirabilis (Malmb.) Wickett & Goffinet (Bidartondo et al., 2003), y Mannia
fragrans (Balb.) Frye & L. Clark (A.B.De., 2017) las plantas proceden de ambientes
naturales.

En la Argentina, las asociaciones con HMA en Marchantiophyta han sido poco
estudiadas. Silvani er al. (2012) en sus cultivos duales i vitro demostraron la pre-
sencia de especies de HMA en Plagiochasma rupestre, describiendo la morfologia y el
efecto del crecimiento del hongo en el talo. Cottet y Messuti (2019, 2022) estudiaron
la colonizaciéon de HMA en tres especies del género Symphyogyna Nees & Mont. y
en Asterella chilensis (Nees & Mont.) A. Evans. El objetivo de este trabajo es dar a
conocer la colonizaciéon de HMA y endoéfitos septados en P rupestre proveniente de
un ecosistema natural del Chaco Serrano de la provincia de Tucuman, Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

Los especimenes de PP rupestre fueron recolectados en la Provincia de Tucumén (Dep-
to. Trancas, San Pedro de Colalao), Argentina.

Para la caracterizacion morfoldgica del talo se realizaron cortes transversales
a “mano libre” de 35 a 45 um de espesor. Los cortes fueron tefiidos con violeta de
cresilo (5%) y montados posteriormente en agua glicerina (1:1) (D’ Ambrogio de
Argiieso, 1986).

Para observar la colonizacion de HMA, los gametofitos fueron lavados con agua
corriente y preservados en etanol al 70% a temperatura ambiente. Posteriormente,
para clarificar, se colocaron en cajas de Petri con hidréxido de potasio al 1% durante
20 minutos a 80°C (Cottet et al., 2018). Debido a la escasa clarificacion del material se
procedi6 a reemplazar por hidréxido de potasio al 10% de 1 a 2 horas a 80°C. Luego
el material fue acidificado con acido clorhidrico al 1% durante 10 minutos y tefiido
con azul de tripan al 0,05% en glicerina.

El tipo de colonizacion se determiné utilizando los criterios de Dickson (2004),
quien baso la clasificacion en la presencia de hifas inter e intracelulares, arbasculos,
enrollamientos hifales y enrollamientos hifales arbusculares. Los HMA se identifi-
caron siguiendo los criterios taxonémicos de Schenck y Pérez (1990), Schiifler ez al.
(2001) ademas de utilizar la informacion de la International Culture Collection of
Vesicular—Arbuscular Mycorrhizal Fungi (http:/www.invam.caf.wdu.edu).

Para determinar el sector del talo asociado con HMA, se realizaron cortes trans-
versales de la porcion distal y proximal.

Para observar las estructuras caracteristicas de los HMA, se montaron cinco
fragmentos de 1 cm de largo por gametofito (de un total de 5) en agua-glicerina
(1:1). Los mismos fueron examinados con microscopio estereoscopio (Olympus
SZX7, Olympus Co., Tokyo, Japan) y microscopio éptico (Axiostar Plus, Carl Zeiss,
Gottingen, Alemania) y fotografiados con cdmara digital (Canon A620, Power Shot
7,1 M.P). El material estudiado con microscopio electronico de barrido (MEB) fue
fijado en solucién de Karnovsky (formaldehido al 4%, glutaraldehido al 5% y tampoén
fosfato de sodio 0,1 mol -1, pH 7,4) (Karnovsky, 1965) y deshidratado pasando por
una serie de alcoholes y acetona. Luego se secé con punto critico y posteriormente
se recubri6 con oro-paladio (Dorador, Ion Spotter, JFC 1100 Joel Japén).

Los ejemplares estudiados se conservan en el herbario criptogamico de la Fun-
dacién Miguel Lillo (LIL).

RESULTADOS

Los gametofitos de Plagiochasma rupestre son acintados, frecuentemente creciendo en
forma masiva; glauco a verde palido; ramificados dicotomicamente hacia el apice.
Hacia el lado ventral presentan rizoides unicelulares lisos y verrucosos (con proyec-
ciones intracelular de la pared) y escamas a ambos lados de la linea media (Fig. 1A,
B; Fig. 2A). En corte transversal, la superficie dorsal es plana a levemente curvada
hacia los margenes y la ventral convexa. Ambas epidermis son unistratas, de paredes
delgadas y cuticula lisa con poros rodeados por 4 a 6 células hacia la cara dorsal. El
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Fig. 1. Plagiochasma rupestre. A) Habitat natural. B) Aspecto general del talo.
Fig. 1. Plagiochasma rupestre. A) Natural habitat. B) General aspect of the thallus.

tejido fundamental esta formado por 13 a 17 estratos de células en la porcion cen-
tral y de 2 a 4 capas hacia las alas del talo. Camaras aeriferas se presentan hacia la
superficie adaxial (Fig. 2B, C).

La epidermis y el parénquima subepidérmico (2 a 3 estratos) se encuentran colo-
nizadas por HMA hacia ambas superficies, presentando estructuras correspondientes
con dos tipos morfolégicos simultaneos: Arum y Paris. L.a morfologia Arum es la de
mayor frecuencia, presentando hifas finas y gruesas intercelulares de 1 um y 4 um
de ancho respectivamente, con estructuras en “H” que se disponen paralelas a la
superficie del talo (Fig. 2D, E) y forman arbusculos laterales intracelulares (Fig. 2F
Q). Estas hifas llevan escasas vesiculas esféricas terminales (Fig. 2H). La morfologia
Paris es de hifas gruesas intracelulares de 3 um de ancho que forman circunvolucio-
nes (Fig. 3A). El tejido parenquimatico presenta, ademas, dos tipos de endofitos con
hifas intercelulares y microesclerocios intracelulares: endoéfitos septados oscuros de
color castano (ESO) y hongos septados desconocidos (HSD) (Fig. 3B, C). Asimismo,
se observaron esporas de Glomus sp. y Gigaspora sp. adheridas al talo (Fig. 3D, E).
Las hifas de los HMA ingresan al talo a través de los rizoides lisos y verrucosos o
trabeculados (Fig. 3E G).

Material examinado.— ARGENTINA. Prov. Tucuman, Dpto. Trancas, San Pedro
de Colalao, 26°15’11”’S 65°30’ 22”0, sobre paredon arenoso, 12-11-2022, G. Sudrez
1908, 1909 (LIL).
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Fig. 2. Plagiochasma rupestre. A) Aspecto del talo, vista dorsal. B) Corte transversal del talo. C) De-
talle del corte transversal del talo mostrando epidermis, tejido fundamental, cdmaras aeriferas. D y
E) Hongo microrricico arbuscular (HMA), micelio fino intercelular tipo Arum. Fy G). Arbusculo. H)
Vesicula esférica. c: cdmara aerifera; ep: epidermis; es: escamas (vistas por transparecia); r: rizoide;
tf: tejido fundamental; hi: hifa intercelular; a: arbusculo.

Fig. 2. Plagiochasma rupestre. A) Thallus aspect, dorsal view. B) Cross section of the thallus. C) De-
tailed cross section of the thallus showing the epiderm, fundamental tissueand the air chambers. D
y E) Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF), fine intercellular mycelium Arum type. F y G). Arbuscule.
H) Spherical vesicle. c: air chambers; ep: epidermis; es: scales (view by transparency); r: rhizoid; tf:
fundamental tissue; hi: intercellular hyphae; a: arbuscule.
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Fig. 3. Plagiochasma rupestre. A) Hongo microrricico arbuscular (HMA), micelio grueso intracelular
tipo Paris. B) Endéfito oscuro septado, microesclerocio. C) Hongo septado desconocido. D) Esporas
de Glomus sp. E) Espora de Gigaspora sp. F) HMA colonizando el rizoide liso. G) HMA colonizando
el rizoide verrucoso.

Fig. 3. Plagiochasma rupestre. A) Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF), thick intercellular mycelium
Paris type. B) Dark septate endophyte, microsclerotia. C) unknown septate fungus. D) Glomus sp
spore. E) Gigaspora sp. spore F) Smooth rhizoid colonization by the AMH. G) Pegged rhizoid colo-
nization by the AMH.

DISCUSION Y CONCLUSION

Plagiochasma rupestre presenta HMA y otros endéfitos fiingicos en las plantas mues-
treadas provenientes de ambientes naturales del Chaco Serrano de la Provincia de
Tucuman. Ligrone ez al. (2007) mencionaron que esta especie est asociada con Glo-
meromycota (SchiiBler et al., 2001) en la naturaleza, sin definir el tipo morfolégico
de colonizacién.

Las estructuras caracteristicas de la simbiosis micorricica se observaron en la
epidermis y tejido subepidérmico de ambas superficies del talo. Carafa ez al. (2003)
y Field et al. (2015) mencionaron que en Haplomitrium Nees la colonizacion esta res-
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tringida a las capas epidérmicas, mientras que para Ligrone et al. (2007) y Rimington
et al. (2018) en las hepaticas los hongos generalmente ocupan regiones especificas
de los talos. En P rupestre 1a colonizacion sucede a través de los rizoides (Fig. 3E
G) que actian como conductos para la entrada de hongos en las hepaticas talosas
(Ligrone et al., 2007; Pressel et al., 2010). Silvani et al. (2012) observaron hifas de
HMA colonizando talos de P rupestre a través de rizoides en cultivos in vitro.

La morfologia de la colonizacion en P rupestre evidencié la presencia simultinea
de los tipos Arum y Paris. La presencia de la morfologia Paris es coincidente con lo
mencionado por Smith y Smith (1997), quienes concluyeron que este tipo de coloni-
zacion predomina en las bridfitas, también mencionado por Cottet y Messuti (2022)
para especimenes de Asterella chilensis, una hepatica talosa que crece en Argentina,
Chile y Uruguay. Un tipo morfoldgico intermedio entre Arum y Paris (tipo Intemediate
1) fue citado en Phaeoceros laevis (Anthocerotophyta) por Cottet y Messuti (2017). En
P rupestre 1a colonizacion HMA fue similar al tipo Paris, en algunos casos intermedia
entre Arum y Paris (Silvani et al., 2012).

Se observaron hifas y microesclerocios tipicos de HSO y HSD. Los hongos
endofitos oscuros se relacionan con la produccion de metabolitos secundarios con
funciones antibidticas y antifingicas que le permiten mantener una mayor sanidad
en los tejidos de diversas plantas (Chadha et al., 2014). Mientras que los HMA ejercen
un efecto protector y contribuyen a la reduccion de enfermedades provocadas por
diversos patogenos del suelo que afectan los tejidos radicales (Azcon-Aguilar et al.,
2002; Pozo et al., 2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo mencionan y describen la morfologia
de la colonizacién de HMA vy la presencia de ESO y HSD en P rupestre. La co-
ocurrencia entre esta hepatica y hongos permite ampliar el conocimiento de estas
asociaciones en un ecosistema natural.
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