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Resumen

De las 1200 especies de licofitas y helechos analizados hasta el mo-
mento, el 67% evidenciaron la presencia de micorriza arbuscular. Entre
ellas, las pertenecientes a Anemiaceae presentan la maxima frecuencia
de micorrizacion arbuscular a nivel mundial. En Argentina se recono-
cen siete especies de Anemia, entre ellas A. australis y A. phyllitidis,
con diferentes nichos ecolégicos. El objetivo de este trabajo fue docu-
mentar, caracterizar el tipo morfolégico y determinar el porcentaje de
colonizacion micorrizica arbuscular en A. australis y A. phyllitidis var.
phyllitidis. Se colectaron sistemas radiculares de cinco individuos por
especie en el Jardin Botanico Horco Molle (Tucuman); los mismos fue-
ron tratados con técnicas convencionales. Ambos taxones evidenciaron
la colonizaciéon de micorrizas arbusculares con los tipos morfolégicos
Arum vy Paris. El porcentaje de colonizacién hifal fue superior al 90 %
en ambas especies, siendo el arbuscular significativamente mayor en A.
phyllitidis var. phyllitidis y el vesicular mayor en A. australis. Esto podria
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reflejar los requerimientos de las especies debido a los distintos habitats
que ocupan las mismas. Asociados a los HMA se detecté la presencia
de endofitos septados. Se describe por primera vez la presencia de
micorrizas arbusculares para A. australis y A. phyllitidis var. phyllitidis.

[Palabras clave: Anemia australis; A. phyllitidis; micorrizas; enddfitos. )

Abstract

Of the 1200 species of lycophytes and ferns analyzed to date, 67%
showed the presence of arbuscular mycorrhizas. Among them, species
belonging to Anemiaceae show the highest frequency of arbuscular
mycorrhization worldwide. In Argentina, seven species of Anemia are
recognized, including A. australis and A. phyllitidis which occupy differ-
ent ecological niches. The aim of this work is to document, characterize
the morphological type, and determine the percentage of arbuscular
mycorrhizal colonization in A. australis and A. phyllitidis var. phyllitidis.
Root systems from five individuals per species were collected from the
Horco Molle Botanical Garden (Tucuman) and were processed using
conventional techniques. Both taxa evidenced arbuscular mycorrhizal
colonization with Arum and Paris morphological types. The percentage
of hyphal colonization was over 90 % in both species, with arbuscular
colonization being significantly higher in A. phyllitidis var. phyllitidis and
vesicular colonization was higher in A. australis. This could indicate the
specific physiological requirements of each species, given the diverse
range of habitats they occupy. Septate endophytes were detected in as-
sociation with AME. This is the first report of the presence of arbuscular
mycorrhizae in A. australis and A. phyllitidis var. phyllitidis.

[Keywords: Anemia australis; A. phyllitidis; mycorrhizae; endophytes. ]

INTRODUCCION

Anemia Sw. (Anemiaceae) comprende alrededor de 115 especies de helechos
con una distribucién fundamentalmente gondwanica, siendo su centro de
diversidad América tropical y subtropical, con escasos representantes en
Africa (tropical y austral), Madagascar e India meridional (Labiak ef al.,
2015; Mickel, 2016). Las especies de este género se caracterizan por los
esporangios, que poseen un anillo de dehiscencia (annulus) subapical y
esporas triletes, tetrahédricas, estriadas (Mickel, 2016). El género posee tres
subgéneros, de los cuales en Argentina esta presente inicamente Anemia
subgénero Anemia, que morfoloégicamente se distingue porque sus rizomas
poseen un indumento de tricomas de color naranja variando desde naranja
rojizo hasta ocraceo y las frondes, que en general presentan pinnas hemidi-
morfas, con dos pinnas basales fértiles y erectas (Smith et al., 2006; Labiak
et al., 2015). El subgénero esta representado por siete especies (Ramos Gia-
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cosa, 2016), entre las que se encuentran A. australis (Mickel), M. Kessler &
A.R. Sm y A. phyllitidis (L.) Sw. La primera se distribuye en Perd, Bolivia
y ambientes serranos del centro y noroeste de Argentina, mientras que A.
phyllitidis se halla ampliamente distribuida desde México hasta el sur de
Brasil, Uruguay, Paraguay y en Argentina principalmente, en el noroeste
y noreste (Mickel, 2016; Ramos Giacosa, 2016). Esta especie posee cuatro
variedades, de las cuales tres habitan en Argentina, mientras que A. phylli-
tidis var. fraxinifolia (Raddi) Hass., es endémica de Brasil (Mickel, 2016). De
las tres variedades presentes en Argentina, solo A. phyllindis var. phyllitidis
estd presente en el Noroeste argentino, las otras dos variedades estan res-
tringidas al sector noreste del pais (Mickel, 2016).

Anemia phyllitidis var. phyllitidis posee habito herbaceo, de 20 a 70 cm
de longitud, con rizoma corto cubierto de tricomas castafno-rojizos. Las
frondes presentan laminas pinnadas, con las pinnas fértiles proximas a las
estériles, sobrepasando la longitud de la ldmina (Ramos Giacosa, 2016). En
cambio, Anemia australis es un helecho herbaceo erguido, de hasta 50 cm de
longitud, con rizoma horizontal, con tricomas color naranja-ocraceo (Lujan
et al., 2000). Las frondes poseen ldminas 2-pinnadas a 2-pinnado-pinnati-
fidas, con las pinnas fértiles erectas y distanciadas de las estériles (Ramos
Giacosa, 2016).

Aunque estas especies habitan desde selvas y bosques hiimedos o secos,
roquedales, hasta estepas graminosas de montana (De la Sota, 1968, 1977);
son frecuentes en areas abiertas con suelos propensos a sequias periddicas.
En estos ambientes se expresan una serie de caracteres xeromorficos, los
cuales evidencian las adaptaciones morfo-anatomicas tendientes a reducir
la pérdida de agua (Labiak et al., 2015, Ribeiro et al., 2019, Romagnoli et al.,
2021). Ademas, estas especies habitan en habitats muy diferentes: Anemia
australis crece en ambientes con estacion seca muy marcada, habitando en
roquedales y lugares abiertos como pastizales, con luz solar directa, mientras
que A. phyllitdis, posee preferencia por el sotobosque himedo y ambientes
riparios, incluso de bosques en galeria (Mickel, 2016; Romagnoli et al.,
2021). En los suelos de lugares que presentan una marcada estacionalidad
de precipitaciones, las plantas asociadas a hongos micorrizicos arbuscula-
res (HMA) incrementan la absorcién y transporte de agua, debido a que
las hifas generan redes de micelio que ademas mejoran la estructura del
suelo (Marschner y Dell, 1994; Zhao et al., 1999; Morte et al., 2000). Por
otra parte, la micorriza arbuscular desempefia un papel importante en el
ciclado de nutrientes, ya que las conexiones hifales permiten el intercambio
de elementos esenciales entre el hongo y las plantas (Smith y Read, 2008;
Kottke et al., 2008; Field et al., 2015; van Der Heijden et al., 2015).

Los HMA, pertenecen al Subphylum Glomeromycotina (Spatafora et
al., 2016), al colonizar las raices de sus hospederos la micorriza arbuscular
que forman puede exhibir dos tipos morfologicos: Arum y Paris (Dickson,
2004). Lehnert y Kessler (2016) y Lehnert ez al. (2017) mencionan que de
1200 especies de licofitas y helechos analizados, un 67% evidencian este tipo
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de asociacién. Anemiaceae ha sido considerada como una familia con la
maxima frecuencia de micorrizacion a nivel mundial (Lehnert ez al., 2017).

En lo que respecta a las especies de interés, se han documentado ante-
cedentes de colonizacién micorrizica arbuscular solo para Anemia phyllitidis
(Andrade et al., 2000; Zubek et al., 2010; Lara Pérez et al., 2015), mientras
que no existen registros para A. australis.

Coexistiendo con la MA, es frecuente observar también hongos endé-
fitos septados oscuros (ESO), pertenecientes a los Ascomycetes dematia-
ceos, que colonizan el tejido cortical (Jumpponen, 2001) y pueden formar
asociaciones mutualistas similares a los HMA facilitando la absorcion de
nutrientes y la proteccion contra varios factores de estrés en las plantas
hospedadoras (Valdez Nunez et al., 2022). Ademads, se ha sugerido que la
melanizacion de las hifas de estos hongos podria contribuir a la adaptacion
de la planta hospedadoras a condiciones adversas, ya que la melanina juga-
ria un rol importante en la eliminacion de radicales libres que se generan
bajo estrés abiotico (Redman ez al., 2002).

El objetivo de este trabajo fue documentar, caracterizar y comparar el
tipo morfoldgico de micorriza arbuscular en Anemia australis y A. phyllitidis
var. phyllitidis, asi como determinar el porcentaje de colonizacién micorrizi-
ca arbuscular en estas especies de helechos que cohabitan, pero que tienen
requerimientos ecoldgicos diferentes por lo que se esperaria encontrar di-
ferencias en la colonizacidon micorrizica y los hongos septados.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Los ejemplares de Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllindis (Fig. 1A,
B) fueron colectados en el Jardin Botanico Horco Molle (JBHM), pertene-
ciente a la Facultad de Ciencias Naturales e IML de la UNT (Yerba Buena,
Tucuman), depositindose un ejemplar de referencia de cada especie en el
herbario LIL (Thiers, 2024). La region presenta un clima templado con una
temperatura media anual entre 18°C y 20°C, de inviernos tenues y secos,
y veranos calidos y lluviosos, con precipitaciones anuales entre 600-1000
mm (Mendoza y Gonzélez, 2011). El Jardin constituye un espacio de recu-
peracion del ambiente original representativo del distrito de las Selvas de
Transicion, provincia biogeografica Yungas. Este distrito ocupa las llanuras
al pie de las montanas y los cerros bajos, posee una estaciéon seca muy mar-
cada que coincide con el invierno y con precipitaciones menores y mayores
temperaturas que otras areas. Se caracteriza por la dominancia de especies
arboreas como Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul y Tipuana
tipu (Benth.) Kuntze (Fabaceae) Calycophyllum multiflorum Griseb. (Rubia-
ceae), Cedrela balansae C. DC. (Meliaceae) y Phyllostylon rhamnoides (J. Poiss.)
Taub. (Ulmaceae), en general de hoja caduca (Arana et al., 2021). El relieve
se caracteriza por zonas de laderas con pendientes pronunciadas, con densa
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Fig. 1. Esporofitos. A) Anemia australis, habito. B) Anemia phyllitidis var. phyllitidis,
habito. Escalas= A-B: 5 cm.

Fig. 1. Sporophytes. A) Anemia australis, habit. B) Anemia phyllitidis var. phyllitidis, habit.
Scales= A-B: 5 cm.

cobertura vegetal y suelos poco profundos (Quiroga, 2020), con perfiles tipo
A/Bt/C, con importante aporte organico en los horizontes superficiales y
procesos de eluviacién/iluviacién de arcillas (Puchulu y Fernandez, 2014).

Ejemplares de referencia

Anemia australis: Argentina, Tucuman, Depto Yerba buena, Jardin botanico
Horco Molle, 26°47°34”S, 65° 18°55”0, 604 m snm, 10-VI-2024, M.
Romagnoli & M. Arana 30 (LIL618266).

Anemia phyllitidis var. phyllitidis: Argentina, Tucuman, Depto Yerba buena,
Jardin botanico Horco Molle, 26°47°34”S, 65°18°55”0, 604 m snm, 10-
VI-2024, M. Romagnoli & M. Arana 31 (1L1L618267).

Tratamiento de raices

Se colecté material fresco de sistemas radiculares de 5 individuos por espe-
cie, los que se trataron con la técnica de Grace y Stribley (1991). Las raices
se clarificaron con KOH al 10% durante 3 dias a temperatura ambiente,
posteriormente para acelerar la clarificacion se sometieron durante 2 horas
a 90° C en bano maria. Luego de la clarificacion las raices fueron tratadas
con H202 de 20 volimenes a bafno maria por una hora para terminar de
remover los compuestos fendlicos que quedaban en las paredes de algunas
células. Las raices fueron enjuagadas tres veces con agua destiladas y acidi-
ficadas con HCL al 2%. Finalmente, se tifieron con azul de anilina 0,05%.
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Para la estimacion de la colonizacién micorrizica, se utiliz6 la técnica
del microscopio compuesto (McGonigle et al., 1990). Se examinaron 150
intersecciones por individuo por especie, para un total n=450 (por especie),
con un microscopio optico a un aumento de 200x. En cada interseccion de
la raiz con la reticula vertical del ocular, se registr6 la presencia o ausencia
de arbusculos, vesiculas e hifas. LLa colonizacion arbuscular, vesicular e hifal
se calculé como la proporcion de la longitud de la raiz que contenia cada
una de estas estructuras fngicas. Se obtuvieron los siguientes porcentajes:
colonizacion hifal, vesicular y arbuscular. En todos los casos se estimo la
media (x) y el error standard, salvo la frecuencia de los tipos morfoldgicos,
que se estimo por observacion directa. Para la cuantificacién de los ESO, se
registrd el nimero de puntos de colonizacion y se identificaron estructuras
caracteristicas (hifas oscuras, hifas hialinas y microesclerocios). Posterior-
mente, se estimo la frecuencia de colonizacion en el sistema radicular (F%),
definida como el porcentaje de fragmentos de raiz observados que presentan
cualquier estructura micorricica (Trouvelot et al., 1986). Para la medicién
de las hifas y vesiculas se tomd, al azar, la medida de 5 hifas y vesiculas
por preparado y se obtuvo un promedio de las mismas. LLas observaciones
se realizaron con microscopio optico (Carl Zeiss, Axiostar Plus, Gottingen,
Alemania). Las microfotografias se tomaron con camara digital (Olympus
SP350, 8.0MP, Tokio, Jap6n). Todas las mediciones se realizaron con la
reglilla incluida en el ocular micrométrico, realizdndose las conversiones
pertinentes dependiendo del aumento en el que se tomé la medicidn.

Para el analisis estadistico de los datos se aplico la prueba No Paramé-
trica de Kruskall Wallis (Zar, 1996). Cuando se encontraron diferencias
significativas se aplicé la prueba de comparaciones multiples de Dunn (Zar,
1996).

RESULTADOS

Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllitidis evidenciaron la presencia de
micorriza arbuscular con los tipos morfolégicos Arum y Paris, siendo la
morfologia Arum la mas frecuente. En ambos taxones el grosor de las hifas
fue similar para cada tipo morfolégico; en la morfologia Arum las hifas
intercelulares presentaron un grosor de 1,3-2,6 um, con arbusculos intrace-
lulares (Fig. 2A-C); mientras que en Paris las hifas intracelulares formaron
circunvoluciones con arbusculos y presentaron de 3,9-5,2 um de grosor (Fig.
2D, E). La morfologia Arum fue la mas frecuente. Se evidenciaron vesiculas
intercelulares esféricas (19 X 18 um) y elipsoidales (36 X 22,5 um), ademas
de esporas adheridas a las raices (34,5 X 22,5 um) (Fig. 2E G).
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Fig. 2. Enddfitos fungicos. A-G) Micorrizas arbusculares. A-C) Morfologia Arum. D, E)
Morfologia Paris. F) Vesiculas. G) Esporas de Glomeromycotina. H) Esclerocios de endéfitos
septados oscuros. 1) Esclerocios de otros hongos septados. Abreviaturas= a: arbusculos;
ap: apresorio; c¢: circunvolucién; e: espora; h: hifa; v: vesicula. Escalas= A-D: 25 um; B:
150 um; C-E-F: 30 um; G-H-I: 20 um.

Fig. 2. Fungal endophytes. A-G) Arbuscular mycorrhiza. A-C) Arum morphology. D, E)
Paris morphology. F) Vesicles. G) Glomeromycotina spores. H) Sclerotia of dark septate
endophytes. I) Sclerotia of other septate fungi. Abbreviations= a: arbuscules; ap: appres-
sorium; c: coil; e: spore; h: hypha; v: vesicle. Scales= A-D: 25 um; B: 150 um; C-E-F: 30
um; G-H-I: 20 um.
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Tabla 1. Porcentaje de colonizaciéon micorrizica arbuscular en Anemia australis y A. phyllitidis var.
phyllitidis colectadas en el Jardin Boténico Horco Molle.

Table 1. Percentage of arbuscular mycorrhizal colonization in Anemia australis and A. phyllitidis
var. phyllitidis collected at the Horco Molle Botanical Garden.

% HMA

Anemia australis 91,24+1,67a 33,41%1,28a 5,58+0,79b
Anemia phyllitidis 90,81+1,14a 43,59+0,81b 2,70+0,66a

En la Tabla 1 se muestra la colonizaciéon por MA en las especies es-
tudiadas; con respecto a la colonizacion hifal, la misma fue elevada, no
evidenciando diferencia entre las especies; la colonizacion arbuscular fue
significativamente mayor en Anemia phyllitidis var. phyllitidis (43,59%), mien-
tras que la colonizacién vesicular fue mayor en A. australis (5,58%).

Ademas, se encontraron otros endofitos coexistiendo con los HMA.
Por un lado, los ESO con hifas intercelulares melanizadas y microesclero-
cios intracelulares (96 X 31,5 um), los cuales no presentaron diferencias
significativas en su colonizacion, que fue del 7% Anemia australis y del 4%
en la A. phyllitidis var. phyllindis (Fig. 2H). Por el otro, la presencia de otros
hongos septados con microesclerocios intracelulares (76 X 48 um) (Fig. 2I).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los sistemas radicales de Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllitidis, evi-
denciaron un alto porcentaje de colonizacién por micorrizas arbusculares,
con la presencia simultdnea de los tipos morfologicos Arum y Paris. Estos
resultados difieren de lo reportado por Andrade et al. (2000) y Lara Pérez
et al. (2015), quienes identificaron sélo la morfologia Paris en individuos
de A. phyllitidis recolectados en bosques de araucaria en Brasil y en bosques
caducifolios de México, respectivamente. Por otra parte, Zubek et al. (2010)
registraron una elevada riqueza arbuscular en individuos de la misma espe-
cie provenientes del bosque himedo de Honduras, aunque no diferenciaron
entre tipos morfoldgicos. En el presente estudio, sin embargo, la morfologia
Arum result6 ser la mas frecuente en los taxones analizados.

La morfologia Paris ha sido considerada predominante en comuni-
dades naturales de plantas terrestres (Brundrett y Kendrick, 1990), espe-
cialmente en licofitas y helechos (Smith y Smith, 1997). De acuerdo con
Dickson (2004) y Dickson et al. (2007) el tipo morfolégico que es posible
observar en las raices que presentan la simbiosis micorrizica puede estar
influenciada por multiples factores, incluidos el tipo de hongo micorrizico
arbuscular involucrado en la asociacion, la especie hospedadora y las con-
diciones edaficas.
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Ademas, se ha observado que los patrones de colonizacién micorrizica
pueden variar, incluso dentro de la misma especie, en diferentes sitios y se
ha sugerido que esto estaria relacionado con las condiciones ambientales
de cada lugar (Muthukumar y Prabha, 2013).

La colonizacién arbuscular fue significativamente mayor en Anemia
phyllitidis var. phyllitidis mientras que, la colonizacion vesicular fue mayor
en A. australis.

Dado que los arbusculos son estructuras efimeras asociadas que actian
principalmente como estructuras de intercambio de nutrientes, mientras
que las vesiculas se consideran estructuras de almacenamiento (Parniske,
2008); la mayor colonizacién arbuscular en A phyllitidis podria indicar que
esta especie posee un intercambio de agua y nutrientes mas activo, al vivir
en ambientes de sotobosque mas hiimedo. Por otra parte, la mayor coloniza-
cion vesicular en Anemia australis podria indicar que las plantas colonizadas
de esta especie, al vivir en lugares con mayor estrés hidrico y luminosidad
plena, generan una cantidad significativamente alta de vesiculas que per-
miten el almacenamiento, particularmente de agua y nutrientes.

Ademas de los HMA, se observaron otros hongos conocidos como
ESO. Estos fueron citados por Zubek ez al. (2010) y Lara Pérez et al. (2015)
en A. phyllitidis. Segin Treu et al. (1995) los ESO no forman micorrizas;
sin embargo, Jumpponen (2001) sugiere que, bajo ciertas condiciones, po-
drian funcionar como este tipo de asociacion; aunque su papel fisiologico
y ecoldgico en los ecosistemas es desconocido (Jumpponen y Trappe 1998).
Currah y Van Dyk (1986) observaron que los ESO se dan en suelos pobres
en materia organica, por lo que podria inferirse que el bajo porcentaje de
ESO, en las especies analizadas, probablemente se pueda atribuir a la alta
cantidad de materia organica presente en el suelo del JBHM.

De acuerdo con Lara Pérez et al. (2017), el conocimiento sobre la in-
teraccion bioldgica entre los sistemas radicales de helechos con hongos
Glomeromycotina permitiran a futuro tomar decisiones para la propagacion
y conservacion de este grupo de plantas, que a su vez, debido a su rol como
plantas colonizadoras, pueden ser ttiles en la restauracion de ecosistemas,
como las actividades que se estan llevando a cabo en el Jardin Botanico
Horco Molle; ya que el estudio de la simbiosis micorriza arbuscular puede
ser utilizado como un indice de restauracion para ecosistemas con diferentes
niveles de degradacion, debido a su rol en la agregacion de los suelos (Rillig
et al., 2002), particularmente en ambientes riparios (Pagano et al., 2022). El
presente trabajo da a conocer, por primera vez, las interacciones simbioti-
cas fungicas de los helechos Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllitidis,
evidenciando la presencia, el tipo morfoldgico y la cuantificacion de la mi-
corriza arbuscular, ademas de la coexistencia con otros endofitos septados.
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