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SUMMARY

Background and aims: The plant’s roots and fungi establish symbiotic endophytic
associations that can coexist: arbuscular mycorrhizae and “dark septate”
endophytes. Ferns and lycophytes are vascular plants that can form both fungal
symbioses. The objective of this work is to detect the presence of fungal root
endosymbiosis, know the mycorrhizal status, and analyze the type of colonizationin
in native and ornamental ferns from the “Sierras Centrales de San Luis”.

M&M: In three sites in the “Sierras Centrales de San Luis”, 9-10 individuals of each
studied species were collected, their roots were processed to study these fungal.
Characterization and quantification of their root colonization was evaluated.

Results: In the three sites studied, Anemia tomentosa var. anthriscifolia formed
mycorrhizal associations, the colonization presented abundant hyphal and
arbusculated intracellular coils. In addition, glomoid spores of mycorrhizal fungi
were found in their rhizospheres. Dark septate endophytes were absent in all
species analyzed, none hyphae neither microsclerotia were recorded in roots of
these native medicinal ferns.

Conclusions: The mycorrhizal status of Anemia tomentosa var. anthriscifolia, one
of the five medicinal fern species from the Sierras Centrales de San Luis studied,
is presented. The arbuscular mycorrhizal colonization is described and quantified,
and its type is determined as Paris. None of the fern species studied was associated
with dark septate endophytes.

KEY woRrbs
Arbuscular mycorrhizae, Arum, Chaco District, dark septate endophytes, ferns, Paris.

RESUMEN

Introduccion y objetivos: Las raices de las plantas y los hongos establecen
asociaciones simbidticas endofiticas que pueden coexistir: las micorrizas arbusculares
y los enddfitos “septados oscuros”. Los helechos vy licéfitos son plantas vasculares
que pueden formar ambas simbiosis fungicas. El objetivo de este trabajo es detectar
la presencia de endosimbiosis radicales fungicas, conocer el status micorricico y
analizar el tipo de colonizacion radical en helechos nativos y ornamentales de las
Sierras Centrales de San Luis.

M&M: En tres sitios de las Sierras Centrales de San Luis, se recolectaron 9-10 individuos
de cada especie estudiada y sus raices fueron procesadas para el estudio de estas
endosimbiosis fungicas, la cuantificacion y caracterizacion de la colonizacion radical.

Resultados: En los tres sitios estudiados, Anemia tomentosa var. anthriscifolia
formé asociaciones micorricicas y la colonizaciéon radical presenté abundantes
circunvoluciones hifales y arbusculadas intracelulares. Ademas, se hallaron esporas
glomoides de hongos micorricicos en sus rizésferas. Los enddfitos septados oscuros
estuvieron ausentes en todas las especies analizadas.

Conclusiones: Se da a conocer el status micorricico de Anemia tomentosa var.
anthriscifolia, una de las cinco especies de helechos medicinales de las Sierras
Centrales de San Luis estudiadas. Se describe y cuantifica la colonizaciéon micorricico
arbuscular, determinandose su tipo como Paris. Ninguna de las especies de helechos
estudiadas estuvo asociada con endofitos septados oscuros.

PALABRAS CLAVE

Arum, Distrito Chaquefio, enddfitos septados oscuros,
arbusculares, Paris.

helechos, Micorrizas
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INTRODUCCION

Los hongos del filo Glomeromycota (Montoliu-
Nerin et al., 2021; Wijayawardene et al., 2022),
establecen asociaciones simbioticas mutualistas
con las raices ca. del 70% de las plantas terrestres,
desde los briofitos, incluyendo a la gran mayoria
de los helechos y licofitos hasta las plantas con
semillas (Smith & Read, 2008; Lehnert et al., 2017;
Brundrett & Tedersoo, 2018). A estas interacciones
simbioticas se las denomina micorrizas arbusculares
(MA) por formar arbusculos, estructuras hifales
muy ramificadas y caracteristicas, que el simbionte
fungico desarrolla intracelularmente en las células
radicales corticales (Smith & Read, 2008). En las
MA los hongos micorricicos arbusculares (HMA,
Glomeromycota) permiten movilizar a través de sus
hifas nitratos, fosfatos y otros elementos esenciales
desde suelo a las raices de la planta hospedante, de la
que obtienen a cambio el carbono organico producto
de la fotosintesis para su nutricion heterotrofica
(Hodge et al., 2010). El intercambio de nutrientes
es bidireccional hospedante-simbionte y ocurre en
la interfase celular planta-hongo en los arbusculos
(Smith & Read, 2008; Bonfante & Genre, 2010;
Hodge et al., 2010; Wang et al., 2017).

En las asociaciones MA pueden distinguirse
dos tipos morfo-anatémicos de colonizacion de
las raices, los tipos Arum y Paris y morfologias
intermedias o tipos intermedios (Dickson, 2004;
Smith & Read, 2008). El morfétipo Arum se
caracteriza por la presencia de hifas intercelulares
entre las células corticales del hospedante, vesiculas
inter e intracelulares y ramificaciones cortas que
constituyen los arbusculos masivos dentro de las
células del hospedante. En el morfotipo Paris la
colonizacion hifal de la raiz es intracelular, con
repliegues hifales o circunvoluciones intracelulares
sobre los que se forman arbusculos inconspicuos
o circunvoluciones arbusculadas (Brundrett, 2002;
Dickson, 2004). Las asociaciones del tipo Paris
son mas frecuentes en los ecosistemas naturales
(Smith & Smith, 1997); podrian ser mas ventajosas
para las plantas de crecimiento lento, que habitan
ecosistemas umbrios (Brundrett & Kendrick,
1990b; Yamato & Iwasaki, 2002), integran
comunidades vegetales en etapas sucesionales
avanzadas, crecen en condiciones ambientales
de bajo contenido de nutrientes y estrés debido
a que su tasa de propagacion dentro de las raices
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es mas lenta que la del tipo Arum, suministrando
energia a los hongos discrecionalmente (Brundrett
& Kendrick, 1990a, b; Ahulu et al., 2005). En
cambio, el tipo Arum es mas frecuente en cultivos
agricolas (Dickson, 2004; Smith & Read, 2008;
Muthukumar & Prakash, 2009), que incluyen en
general especies de crecimiento rapido y ciclos
de vida anuales, en malezas (Yamoto, 2004),
en plantas pioneras en las sucesiones (Ahulu et
al., 2005) y en especies hospedantes invasoras
exoticas (Shah et al., 2009; Gucwa-Przepiora
et al., 2016). Sin embargo, las relaciones entre
los tipos morfologicos de colonizacion MA, sus
efectos y funcionalidad a nivel ecosistémico son
aun inconsistentes (Brundrett & Kendrick, 1990b;
Urcelay et al., 2005). Es necesario examinar un
rango de hospedantes mas diverso y mayor nimero
de especies en diferentes habitats para poder
comprender en profundidad la formacion y el
funcionamiento de los morfotipos Arum, Paris y los
intermedios en las simbiosis MA.

Otro grupo importante de hongos involucrados
en la asociacion simbiodtica con las raices de
mas de 600 especies de plantas hospedadoras
(Jumpponen & Trappe, 1998), son los endofitos
denominados “septados oscuros” (SO) o endofitos
radicales dematiaceos, reconocidos como un grupo
heterogéneo que funcionalmente y ecologicamente
coexisten con otros hongos del suelo, colonizando
intra e intercelularmente los tejidos de las raices,
formando asociaciones simbidticas que van desde el
mutualismo al parasitismo (Jumpponen & Trappe,
1998; Newsham, 2011; Knapp et al., 2012). Los SO
son un grupo heterogéneo y ubicuo de Ascomycota y
Basidiomycota, generalmente con hifas pigmentadas
y septadas que ademas pueden formar una estructura
intracelular densamente replegada llamada
microesclerocio (Jumpponen & Trappe, 1998; Knapp
et al., 2012). En la interaccion mutualista, los SO
proporcionan a la planta varios beneficios potenciales
que conducen a inducir la resistencia a enfermedades,
mejorar el crecimiento del hospedador, tolerar el
estrés abiotico y proteger la planta de competidores
patdgenos e insectos predadores mediante la sintesis
de metabolitos secundarios fingicos (Barrow, 2003;
Mandyam & Jumpponen, 2005, 2015; Schulz, 2006;
Newsham, 2011).

Las plantas actuales evolucionaron en diversas
alternativas para la movilizacion de los nutrientes
del suelo, siendo 6ptima la obtencion de nutrientes
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a través de las micorrizas (Brundrett, 2009). Estas
simbiosis micorricicas son diversas, se diferencian
por la morfo-anatomia de la colonizacion fingica
en las raices de los hospedantes, la identidad
de los simbiontes fungicos involucrados y su
funcionalidad ecosistémica (Brundrett, 2004,
2009). Ademas, cada tipo micorricico se asocia con
un sistema radical particular; asi, si las raices son
gruesas, crecen lentamente o son longevas, forman
MA obligadas. En contraste, las plantas con raices
finas y activas y de ciclos vitales cortos, forman
micorrizas facultativas; mientras que, algunas
plantas no micorricicas que no estan asociadas a
simbiontes micorricicos en suelos fértiles, si se
benefician de esta asociacion en suelos pobres
(Brundrett, 2002). Los helechos y licéfitos se hallan
entre las plantas vasculares mas primitivas, se
originaron durante el Silurico (Edwards & Fanning,
1985) y con el transcurso del tiempo fueron
dominando la superficie terrestre con sus formas
arborescentes, muchas de las cuales se encuentran
extintas en la actualidad. Su reproduccion se lleva a
cabo a través de esporas producidas durante un ciclo
de vida complejo, con alternancia de generaciones
heteromorficas: gametofito (n) y espordfito (2n), que
les permiten colonizar diferentes nichos ecologicos
(Kenrick, 2017a, b); junto con otras especies, estos
organismos son excelentes bioindicadores debido
a su dependencia con el agua en alguna parte de
su ciclo vital, sobre todo considerando que su area
de distribucion abarca habitats vulnerables por
la intervencion humana (Mehltreter, 2010a, b).
Debido a la diversidad y la importancia ecologica
que presentan las plantas vasculares sin semilla
como los helechos y licofitos (Mehltreter, 2010a;
Sharpe et al., 2010; Nagalingum, 2016; Anderson,
2021), es necesario investigar las asociaciones
endosimbioticas radicales en este grupo.
Asimismo, el conocimiento de la naturaleza
y la biologia de esta asociacion es clave para
entender la evolucién de la simbiosis fungica
como una innovacion que lleva a las plantas a la
colonizacion de los ambientes terrestres (Kessler
et al., 2010; Pressel et al., 2016). Son escasos los
estudios sobre la relacion entre el habitat, el habito
y el tipo de asociaciones simbioticas con HMA y
SO en helechos y licofitos (Gemma et al., 1992;
Mehltreter, 2010b). Estudios recientes indican que
estas plantas, en ambientes terrestres y saxicolas,
se asocian mas frecuentemente con HMA que con

SO (Lehnert et al., 2017; Brundrett & Tedersoo,
2018). Por el contrario, las especies epifitas de
helechos son colonizadas en un alto porcentaje por
SO y en menor grado con HMA (Kessler et al.,
2010; Lehnert et al., 2017). Si bien los helechos
presentan mas del 67% de las especies formando
MA, las familias estudiadas estan constituidas por
pocos representantes, a excepcion de Anemiaceae,
Schizaceae y Nephrolepidaceae que presentan
un alto numero de taxones que participan en
la asociacion simbiotica (Lehnert et al., 2017,
Brundrett & Tedersoo, 2018). En Argentina los
registros de las interacciones simbidticas entre
los enddfitos fungicos HMA y SO en helechos
y licofitos fueron realizados en el sur, centro y
noroeste del pais (Fontenla et al. 1998, 2001, 2022;
Albornoz & Hernandez, 2006; Fernandez et al.,
2008, 2010, 2012a, b; Hernandez et al., 2008, 2010;
Fracchia et al., 2009).

Por mas de 2500 afios los humanos han utilizado
las plantas con fines medicinales; actualmente, en
forma directa, se usan como fuente de medicina
herbolaria para la cura de enfermedades en
la mayoria de los paises subdesarrollados, en
particular en las zonas tropicales y subtropicales
del planeta; e indirectamente, como proveedoras
de los principios activos y sustancias quimicas
utilizados en la industria farmacéutica para la
elaboracion de medicamentos de uso comercial
(World Health Organization-WHO global report on
traditional and complementary medicine. https://
iris.who.int/handle/10665/312342, 2019). Las
plantas medicinales estan amenazadas de extincion,
por la pérdida y contaminacion del habitat; al
mismo tiempo, el aumento en su demanda, el
incremento concomitante de su produccion y la
estandarizacion requerida para su comercializacion
han contribuido a un incremento marcado de su
cultivo intensivo (Porwal et al., 2020; Mofokeng et
al., 2022). Asimismo, la produccion a gran escala
de las plantas medicinales implico el detrimento de
sus cualidades medicinales como la disminucion de
los contendidos de sus principios activos y de su
actividad metabolica (Zeng et al., 2013; Wang et
al., 2018).

Las interacciones simbiodticas entre las
plantas medicinales con SO, HMA y sus tipos de
colonizacion (Zubek & Blaszkowski, 2009; Zeng
et al., 2013) han recibido especial interés a nivel
mundial por los beneficios que estos simbiontes
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fungicos brindan a sus hospedantes, mejorando
su nutricion, aumentando su productividad,
resistencia a patogenos y a la sequia (Smith &
Read, 2008). En particular, los HMA y las MA
son fundamentales para su cultivo, debido a su rol
primordial en el aumento de compuestos activos,
metabolitos secundarios medicinales y la actividad
metabolica del hospedante, y consecuentemente del
incremento en la calidad farmacéutica de las plantas
micorrizadas (Zhao et al., 2022; Yuan et al., 2023).
Estos estudios se han realizado mayoritariamente
en plantas con semillas, con predominio de las
angiospermas y escasos representantes de las
gimnospermas (Zubek & Blaszkowski, 2009; Zeng
et al.,2013; Zhao et al., 2022; Yuan et al., 2023). A
pesar del gran potencial y del amplio uso medicinal
de los helechos y licofitos (Cao et al., 2017,
Abraham & Thomas, 2022; Antony & Suresh,
2022; Kholia & Balkrishna, 2022; Marimuthu et
al., 2022 entre otros), son escasos los estudios
que abordan sus endosimbiosis fungicas radicales
en helechos medicinales en Asia (Muthukumar
et al., 2007; Zhang et al. 2022) y Norteamérica
(Hodson et al., 2009; De la Rosa Mera et al., 2012;
Chavez-Hernandez et al., 2021). En Sudamérica,
los reportes sobre licofitos y helechos (Fernandez
et al., 2008, 2010, 2012a, b; Hernandez et al.,
2008), han incluido algunas especies registradas
como medicinales (Barboza et al., 2006), aunque
el caracter medicinal de los hospedantes no fue
parte del objetivo de estudio en ninguno de ellos.
El objetivo de este trabajo fue determinar la
presencia de simbiosis con HMA y SO, cuantificar
la colonizacion por estos endofitos radicales,
caracterizar el tipo de colonizacion MA en helechos
nativos y medicinales en las Sierras Centrales de
San Luis en la region Chaquefia de la Argentina, y
discutir sus posibles implicancias y aplicacion en
su cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y diseiio de muestreo

En el centro-oeste de Argentina, en las Sierras
Centrales de San Luis, localidad El Volcan, Cuesta
del Gato, provincia de San Luis, se establecieron
tres sitios de muestreo a ca. 900 m s.n.m.: Sitio A
(33°1570.16"" S, 66° 12 46.8"" O), Sitio B (33° 15’
1.6”" S, 66° 1248 O) y Sitio C (33° 150" S, 66°
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127 59.3”7 O) (Fig. 1). En cada sitio se recolectaron
entre nueve y diez individuos de helechos nativos,
los que posteriormente se procesaron para la
determinacion de su colonizacion radical por HMA
y SO. Las partes aéreas de los materiales cuyas raices
fueron analizadas, mas tres individuos completos
de cada especie recolectada, fueron herborizados
para su identificacion taxonémica y conservacion
como vouchers en la Micoteca MICODIF (Unidad
266 360-SNDB-UNSL, Argentina) registrada en
el Index Herbariorum (https://sweetgum.nybg.org/
science/ih/herbarium-details/?irn=257568).

Material estudiado

Anemia tomentosa (Savigny) Sw. var.
anthriscifolia (Schrad.) Mickel. ARGENTINA.
Prov. San Luis: Dpto. Juan Martin de Pueyrredon,
El Volcan, Sierras Centrales de San Luis, Cuesta
del Gato, 27-11-2014, Torres et al. 1, 3, 5, 7
(MICODIF). Argyrochosma nivea (Poir.) Windham
var. nivea. ARGENTINA. Prov. San Luis: idem,
Torres et al. 10, 11 (MICODIF). Cheilanthes
buchtienii (Rosenst.) RM. Tryon. ARGENTINA.
Prov. San Luis: idem, Torres et al. 12 (MICODIF).
Myriopteris myriophylla (Sw.) Sw. ARGENTINA.
Prov. San Luis: idem, Torres et al. 13 (MICODIF).
Pleopeltis pinnatifida Gillies ex Hook. & Grev.
ARGENTINA. Prov. San Luis: idem, Torres et al.
14 (MICODIF).

Especies de helechos nativos estudiados

Se analizaron cinco especies nativas de helechos
(Fig. 2): Anemia tomentosa (Savigny) Sw. var.
anthriscifolia (Schrad.) Mickel (Anemiaceae),
Pleopeltis pinnatifida Gillies ex Hook. & Grev.
(Polypodiaceae), Argyrochosma nivea (Poir.)
Windham var. nivea, Cheilanthes buchtienii
(Rosenst.) R.M. Tryon y Myriopteris myriophylla
(Sw.) Sw. (Pteridaceae). Todos los taxones estudiados
presentan registros de sus usos medicinales populares
en la region de estudio del centro-oeste de la
Argentina (Roig, 2002; Barboza et al., 2006; 2009).
Asi, Anemia tomentosa var. anthriscifolia se utiliza
como béquico y expectorante; Argyrochosma nivea
var. nivea como emenagogo, laxante, diaforético,
contra el dolor de cabeza y la sinusitis, pectoral
y estornutatorio; Myriopteris myriophylla como
diaforético y pectoral, y Cheilanthes buchtienii y
Pleopeltis pinnatifida como abortivos (Roig, 2002;
Barboza et al., 2006; 2009).
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Fig. 1. Localizacion geografica de los sitios de muestreo (A, B, C) en el area de estudio (recuadro amarillo)
de las Sierras Centrales de San Luis, provincia de San Luis, Argentina.

Determinacion de la colonizacion radical por HMAy SO

En las raices de las especies de los helechos
recolectados, se aplicaron las técnicas de clarificacion
y tincién que permitieron observar la colonizacion
radical de los HMA y SO, siguiendo la metodologia
de Phillips y Hayman (1970), con modificaciones
leves como el agregado de perdxido de oxigeno
(10% V/V) para clarificar las raices intensamente
pigmentadas. Las muestras tefiidas se analizaron
al microscopio oOptico a 400x, para determinar la
presencia de los endofitos radicales (HMA, SO) y la
intensidad de colonizacion (medida como porcentaje
de colonizacion) en cada uno de los individuos de
los helechos nativos recolectados. El porcentaje
de colonizacion se cuantifico por el método de
McGonigle et al. (1990); para los HMA las variables
evaluadas fueron los porcentajes de arbusculos
(%A), vesiculas (%V) y colonizacion hifal MA
(%H); mientras que para los SO, las variables
cuantificables fueron la colonizacion hifal SO (%H-
SO) y el porcentaje de microesclerocios (%eME-SO).
El tipo de colonizacion por HMA se caracterizo
considerando la propuesta de Dickson (2004) con

los morfétipos principales Arum (definido por el
crecimiento intercelular de las hifas y la formacion
de arbusculos conspicuos intracelulares) y Paris
(con hifas colonizando siempre intracelularmente
en las células hospedantes, replegandose formando
circunvoluciones con ramificaciones que
originan pequefios arbusculos o circunvoluciones
arbusculadas) como los tipos extremos de un continuo
morfo-anatomico del desarrollo del hongo en la raiz
hospedante. Los preparados fijados en alcohol
polivinilico (Omar et al., 1979) se resguardaron
como vouchers en la Micoteca MICODIF (Unidad
266-360 SNDB-UNSL, Argentina).

Analisis de los datos

Las variables evaluadas (%A, %V y %H),
no presentaron distribucion homogénea de sus
varianzas aplicando la prueba de Levenne y
fueron analizadas aplicando el test de la varianza
no paramétrica de Kruskal Wallis (Infostat
estudiantil, https://www.infostat.com.ar/index.
php?mod=page&id=37&lang=es/https://infostat.
dirienzo.com.ar/estudiantil/).
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Fig. 2. Helechos medicinales nativos estudiados en las Sierras Centrales de San Luis. A: Anemia tomentosa
var. anthriscifolia con pinnas fértiles inmaduras. B: con pinnas fértiles maduras. C: Pleopeltis pinnatifida. D:
Argyrochosma nivea var. nivea. E: Cheilanthes buchtienii. F: Myriopteris myriophylla.

REsuLTADOS var. anthriscifolia, Anemiaceae; el resto de las especies
analizadas no formaron MA (Tabla 1, Fig. 3). En relacion
Deteccion de los endofitos radicales a los microesclerocios-SO (%ME-SO) y la colonizacion

La asociacion micorricica arbuscular (MA) solo se  hifal-SO (%H-SO), no estuvieron presentes en ninguna
detectd en una de las especies estudiadas, A. fomentosa  de las especies estudiadas (Tabla 1).
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Tabla 1. Colonizacion radical por endofitos fungicos en helechos medicinales nativos de las Sierras

Centrales de San Luis, Argentina. Abreviaturas= MA: micorrizas arbusculares; SO: septados oscuros.

Familia Especies
Anemiaceae Anemia tomentosa var. anthriscifolia
Polypodiaceae | Pleopeltis pinnatifida
Pteridaceae Argyrochosma nivea var. nivea

Cheilanthes buchtienii
Myriopteris myriophylla

Sitio MA SO
A B, C Paris -
B - -
A - -
A o -
C - -

Determinacion del tipo de colonizacion y el
porcentaje de colonizacion por HMA

Los individuos 4. tomentosa var. anthriscifolia
de todos los sitios muestreados presentaron
colonizacion por HMA tipica del morfotipo Paris
(Fig. 3). Las raices, con numerosos pelos radicales,
estuvieron colonizadas sdlo por hifas y vesiculas
de HMA (Fig. 3A); cuando estuvieron colonizadas
ademdas por circunvoluciones arbusculadas y
circunvoluciones, la cantidad de pelos radicales
fue escasa (Fig. 3B). Ademas, en la rizosfera se
observaron esporas glomoides de pequefio tamafio,
en su mayoria de un diametro de entre 10-20 pum,
mientras que algunas presentaron dimensiones
mayores (40-50 pm de didmetro) (Fig. 3C, D).
En el sitio A la colonizacion radical present6 hifas
gruesas, con ensanchamientos diferenciales de
la pared hifal, otorgandoles el aspecto irregular
caracteristico de los HMA. Estas hifas también se
observaron por fuera del hospedante, adelgazandose
y dividiéndose en hifas mas finas en las zonas
de ingreso a la raiz (en los puntos de entrada),
intercelularmente entre las células epidérmicas del
hospedante y mas frecuentemente a través de pelos
radicales (Fig. 3E). Intracelularmente se observaron
abundantes circunvoluciones arbusculadas y
circunvoluciones (Fig. 3F). Las vesiculas fueron
siempre intracelulares y similares en todas las
muestras en lo que respecta a la variabilidad de
sus formas (cilindricas, elipsoidales, claviformes,
esféricas, subesféricas, irregulares); el nimero de
vesiculas intracelulares fue variable, de 1 a 6 por
célula del hospedante (Fig. 4A). En el sitio B, si bien
la colonizacion fue del tipo Paris, en la mayoria de
las raices el porcentaje de colonizacion fue escaso;
las hifas intrarradicales fueron irregulares, en
ocasiones finas; las vesiculas intracelulares fueron
irregulares, alargadas, cilindricas, con gatulas en su
interior (Fig. 4B). Las raices de los individuos del

sitio C presentaron hifas intracelulares irregulares
y gruesas, formando abundantes circunvoluciones
arbusculadas. Las vesiculas, de formas variables e
irregulares (Fig. 4C), esféricas, cilindricas u ovadas
(Fig. 4D), fueron siempre intracelulares y mas de
una por célula hospedante. En los tres sitios se
registraron los puntos de entrada de la colonizacion
predominantemente a través de los pelos radicales,
que fueron muy abundantes (Fig. 3A, E).

A. tomentosa var. anthriscifolia (Anemiaceae,
Schizaeales) fue el Unico helecho asociado
formando MA (Figs. 3, 4). No hubo diferencias
significativas entre los tres sitios de muestreo
(A, B y C) para ninguna de las variables de
colonizacion analizadas (Fig. 5). En los sitios A,
B y C, respectivamente, la colonizacion MA tuvo
valores medios de colonizacion hifal (%H: 24,83;
11,97; 14,25) (Fig. 5). En general fueron bajos
los porcentajes de arbusculos (%A: 7,06; 2,00;
1,75), excepto en el sitio A (7,06%) y también los
porcentajes de vesiculas (%V: 2,61; 2,53; y 3,60)
(Fig. 5). Los SO estuvieron ausentes en todas las
raices analizadas de todas las especies de helechos
estudiadas en los tres sitios de muestreo.

DiscusioN Y CONCLUSIONES

La informacion de las interacciones fingicas
asociadas a los sistemas radicales de helechos y
licofitos es escasa a nivel mundial (Kessler et al.,
2010; Pressel et al, 2016; Lehnert et al., 2017)
y también en Sudamérica (Pagano & Cabello,
2012; Godoy & Marin, 2019; Lugo & Menoyo,
2019; Lugo & Pagano, 2019, 2022; Fontenla et
al., 2022; Marin et al., 2022), donde nuestro pais
tampoco es una excepcion. En Argentina solo
fueron estudiadas estas simbiosis fingicas en la
Patagonia, en ecosistemas boscosos templados
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Fig. 3. Estructuras de los HMA colonizando las raices de Anemia tomentosa var. anthriscifolia. A: Raices
con numerosos pelos radicales, colonizadas por hifas y vesiculas de HMA. B: Raices con escasos pelos
radicales, colonizadas por hifas, circunvoluciones hifales y circunvoluciones arbusculadas. C: Esporas
de HMA colonizando la rizosfera del hospedante. D: Detalle de una espora de HMA en la rizosfera del
hospedante. E: Punto de entrada de la colonizacion en la raiz mediante un pelo radical. F: Circunvoluciones
intracelulares hifales, arbusculadas y senescentes. Escalas= A-C, E: 100 um; D, F: 40 um. Abreviaturas=
ca: circunvolucion arbusculada; ch: circunvolucion hifal; cs: circunvolucion senescente; e: esporas; h: hifa;
HMA: hongos micorricicos arbusculares; pe: punto de entrada; pr: pelo radical; v: vesicula.
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Fig. 4. Estructuras vesiculares de los HMA colonizando las raices de Anemia tomentosa var. anthriscifolia.
A: Vesiculas intracelulares, solitarias o numerosas colonizando la célula hospedante. B: Vesiculas
intracelulares solitarias cilindricas. C: Vesiculas intracelulares irregulares. D: Vesiculas intracelulares
ovoides. Escalas= A, C: 100 uym; B, D: 40 ym. Abreviaturas= HMA: hongos micorricicos arbusculares;
vi: vesicula irregular; vin: vesiculas intracelulares numerosas; vo: vesicula ovoide; vsc: vesicula solitaria

cilindrica.

himedos (Fernandez et al. 2008, 2010, 2012ab),
secos a subhumedos (Fontenla et al., 1998) y en
la estepa (Fontenla et al., 2001); en el Noroeste
en las selvas himedas y de altura de las Yungas
(Albornoz & Hernandez, 2006; Becerra et al.,
2007; Hernandez et al., 2008, 2010) y en bosques
del Chaco Serrano cordobés (Menoyo et al., 2007,
Fracchia et al., 2009). En este trabajo se aportan
nuevos datos sobre las simbiosis con endodfitos
fangicos HMA y SO en el centro-oeste del Chaco
Serrano para la region Cuyana, en la provincia de
San Luis.

A diferencia de otros ambientes de nuestro
pais (Albornoz & Hernandez, 2006; Menoyo et

al., 2007; Fernandez et al., 2008, 2010, 2012a,
b; Hernandez et al., 2008; Fontenla et al., 2022),
en las Sierras Centrales de San Luis las especies
de Polypodiaceae y Pteridaceae estudiadas no
estuvieron colonizadas por HMA ni tampoco por
SO. En el caso de la Polypodiaceae endémica
Pleopeltis pinnatifida, esta falta de colonizacion
podria estar relacionada con su habito epifito
o epipétrico (De la Sota et al., 2009). En las
Pteridaceac nativas estudiadas, Argyrochosma nivea
var. nivea y Cheilanthes buchtienii (comunes en
lugares expuestos, saxicolas o saxicolas y terrestres,
respectivamente) y Myriopteris myriophylla (que
puede habitar ambientes muy diversos, desde
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Fig. 5. Porcentaje de colonizacion por hongos
micorricicos arbusculares en raices de A. tomentosa
var. anthriscifolia en los tres sitios de muestreo de
las Sierras Centrales de San Luis. Abreviaturas=
A%: porcentaje de arbulsculos; V%: porcentaje
de vesiculas; H% porcentaje de colonizacion
hifal. Los datos graficados son promedios % el
desvio estandar de cada variable. Simbolo= *:
las diferencias significativas entre sitios para las
variables analizadas por Kruskal Wallis.

habitats rocosos y sombrios hasta muy expuestos)
(De la Sota et al., 2009), serian otros los factores
que explicarian la ausencia de colonizacion, como
la disponibilidad de agua y nutrientes en cada
habitat, estrés ambiental o el exceso de exposicion
solar. Asi, otras especies del género Cheilanthes
y M. myriophylla si estuvieron asociadas a estos
simbiontes radicales en otros ecosistemas del
noroeste de nuestro pais (Hernandez et al., 2008).
En Anemiaceae, Fracchia ef al. (2009) detectaron
la presencia de MA en ejemplares de 4. tomentosa
(Anemiaceae = Schizaeaceae, Schizaeales) en la
Sierra de Comechingones (Coérdoba), aunque no
se analizaron variedades de esta especie. En las
Sierras Centrales de San Luis A. fomentosa var.
anthriscifolia, Anemiaceae, resultdé ser el Unico
hospedante de simbiontes fungicos y solo se
asocio a HMA; ademas, en esta variedad el tipo
de colonizacion fue Paris en las tres poblaciones
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estudiadas y coincide con la morfologia de la
colonizacion MA para la especie A. fomentosa en
la Sierra de Comechingones (Fracchia et al., 2009).

Las MA son el tipo de micorrizas predominante
entre las plantas terrestres (Brundrett & Tedersoo,
2018), detectadas frecuentemente en el grupo
basal de las plantas sin semillas, los helechos
y licofitos (Lehnert et al., 2017). Debido a esta
posicion evolutiva clave de estos hospedantes, se
consideran a los HMA como los simbiontes fingicos
ancestrales que actuaron como factor determinante
para la colonizacion del ambiente terrestre por
las primeras plantas vasculares (Wang & Qiu,
2006; Kessler et al., 2010; Lehnert et al, 2017).
Evolutivamente, entre las plantas sin semillas,
los licofitos son un grupo basal en la filogenia,
mientras que entre los helechos, los ordenes y
familias estudiadas en San Luis son todos helechos
leptosporangiados incluidos en Polypodiopsida
(Schuettpelz et al., 2016; Nitta et al., 2022), siendo
Anemiaceae (Schizaeales) integrante basal del
grupo; en cambio, Polypodiaceae y Pteridaceae,
como familias de Polypodiales, se ubican en
clados derivados en la filogenia (Cole ef al.,
2022). Los resultados obtenidos en este trabajo
son parcialmente congruentes con estos datos, por
la presencia de colonizacion en los representantes
basales de Anemiaceae y por su ausencia en las
especies del clado derivado Polypodiaceae.

Para las especies incluidas en Pteridaceae, los
resultados son contradictorios y difieren de los
hallados en la Yunga, en donde Pellaea ternifolia
subsp. ternifolia (Albornoz & Hernandez, 2006),
C. pruinata y M. myriophylla (= C. myriophylla)
presentaron colonizacion MA (Hernandez et al.,
2008) y dual MA-SO en Dryopteris concolor
(Hernandez et al., 2010); en Patagonia, ambos
tipos de colonizacion (MA y SO) fueron detectadas
co-colonizando las raices de diversos grupos de
plantas (Fernandez et al., 2012a, b; Fontenla et
al., 2022); mientras que las Pteridaceae de las
Sierras Centrales de San Luis (C. buchtienii y M.
myriophylla) no estuvieron colonizadas por HMA
ni por SO. Esto podria deberse a diferentes factores,
tales como la disponibilidad diferencial de in6culos
fingicos en los suelos de los distintos habitats, las
condiciones ambientales y fisicoquimicas como la
humedad del suelo, el pH, la cantidad de carbono
organico que pueden afectar la colonizacion y
disturbios en el ambiente (Fernandez et al., 2008).
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Asi, las Pteridaceae C. buchtienii y M. myriophylla
pueden considerarse como especies micorricicas
facultativas, ya que pueden o no asociarse a HMA
dependiendo de las condiciones ambientales a las
que estan expuestas. En cambio, 4. fomentosa
var. anthriscifolia (Anemiaceae) seria un taxon
micorricico obligado ya que resulté colonizada
formado MA en los tres sitios estudiados,
sumado a que Anemiaceac ha sido considerada
como una familia con la maxima frecuencia de
micorrizacion a nivel mundial (Lehnert et al.,
2017). Sin embargo, se requieren mas estudios a
lo largo de la distribucion de A. tomentosa var.
anthriscifolia para confirmar su status micorricico,
ya que su colonizacion micorricica coexistio junto
con abundantes pelos radicales y la presencia de
numerosos pelos radicales es comin en plantas
no micorricicas o micorricicas facultativas (Janos,
1980; Lehnert et al., 2017; Brundrett & Tedersoo,
2018).

La colonizacion tipo Paris en helechos nativos se
ha registrado en especies terrestres de las familias
Blechnaceae, Dicksoniaceae (= Lophosoriaceae),
Dryopteridaceae, Gleicheniaceae y Pteridaceae
formando MA como hospedantes micorricicos
“consistentemente colonizados” por HMA
(Fernandez et al.,2012a, b). Asi, nuestros resultados
incorporan a las Anemiaceae nativas a este grupo de
hospedantes “consistentemente colonizados” que
podrian considerarse como micorricicos obligados
mientras se constaten sus simbiosis micorricicas en
su extensa area de distribucion.

En la evolucion de los helechos y licofitos
hubo una reduccion de la dependencia micorricica
correlacionada con la disminucion del didmetro
de las raices, un aumento de los pelos radicales
junto con la adquisicion del habito epifito y
la disminuciéon de la colonizacidon micorricica
(Schuettpelz & Pryer, 2009; Lehnert et al., 2017,
Brundrett & Tedersoo, 2018). En nuestro pais,
los integrantes epifitos de Polypodiaceae han
sido considerados no micorricicos en el bosque
valdiviano (Fernandez et al., 2010, 2012a, b) y
en el Palmar del Espinal (Velazquez et al. 2010);
por el contrario, estuvieron asociados formando
MA en bosques de Polylepis del Chaco serrano
(Menoyo et al., 2007). La ausencia de asociacion
micorricica en Polypodiaceae podria asociarse
al tipo de habitat epifito como también ocurre en
Hymenophyllaceae y Gleicheniaceae distribuidas

en regiones biogeograficas muy diferentes como los
bosques templados himedos de la Patagonia y el
Palmar del Espinal (Fernandez et al., 2010, 2012a,
b; Velazquez et al., 2010). Por el contrario, los
representantes terrestres y saxicolas de esta familia
son micorricicos en bosques templados humedos
patagonicos, Yunga y los bosques de Polylepis en
el Chaco Serrano (Becerra et al., 2007; Menoyo
et al., 2007; Fernandez et al. 2012a, b). Pleopeltis
pinnatifida, especie saxicola y epifita (De la Sota
et al., 2009), no estuvo colonizada en las Sierras
Centrales de San Luis. Esta falta de asociacion
estaria relacionada al habito epifito y saxicola de
la especie. Ademas, la ausencia de colonizacion
en los helechos en general y las Polypodiaceae en
particular, podria deberse a la coevolucion planta-
simbionte fingico, ya que esta familia incluye al
grupo de helechos denominados “no-grammitidos”
de la subfamilia Polypodioideae (Schuettpelz et al.,
2016) que evolutivamente ha perdido la simbiosis
MA, independizandose de la asociacion simbiotica
en sus raices como una via nutricional para la
planta (Janos, 2007; Lehnert et al., 2009, 2017).
Contrariamente, los representantes “grammitidos”
de la subfamilia monofilética Grammitidioideae
(Zhou et al., 2023), continuaron utilizando sus
simbiosis radicales como un modo efectivo de
adquirir sus nutrientes y presentan altas tasa de
colonizacion por HMA (Lehnert et al., 2017).
La ausencia de colonizacion en los individuos
saxicolas de P. pinnatifida indicarian el caracter
facultativo de las simbiosis MA en esta especie de
Polypodiaceae.

La hipotesis de Baylis (1975), establece que
la dependencia micorricica esta relacionada con
la arquitectura radical y de manera inversa con la
cantidad y longitud de sus pelos radicales. Asi,
cuando las raices tuvieran escasos pelos radicales
y ramificaciones, los hospedantes dependerian mas
de sus simbiosis micorricicas para la adquisicion
de nutrientes que aquéllos con las raices finamente
ramificadas o con abundantes pelos radicales
(Fitter, 2004). En todos los sitios muestreados se
observaron pelos radicales en las raices colonizadas,
una desventaja para el costo-beneficio de la planta
cuando los nutrientes del suelo podrian estar al
alcance gracias a la interaccion con los HMA.
Sin embargo, fueron estos mismos pelos radicales
los que funcionan como puntos de entrada para la
colonizacion de los HMA, lo que podria indicar que
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su formacion antecede a la asociacion simbidtica
y aportaria evidencias para reforzar la hipotesis
sobre el caracter facultativo de la asociacion de
A. tomentosa var. anthriscifolia con los HMA, en
oposicion a la hipotesis de que este helecho forma
simbiosis obligada con estos hongos, basada en
su constante presencia en todas las poblaciones
estudiadas de esta variedad y en el taxon especifico
en otras areas del Chaco Serrano del pais (Fracchia
et al., 2009). Por otra parte, el caracter facultativo
de la simbiosis ha sido mencionado como una
caracteristica muy comun en helechos; la presencia
o ausencia de simbiontes en las raices y el grado
de dependencia micorricica en este grupo basal
de plantas vasculares estaria supeditada no so6lo
a la anatomo-morfologia de las raices de los
hospedantes sino a la disponibilidad de nutrientes
en el sustrato (Janos, 1993, 2007; Brundrett, 2002;
Fernandez et al., 2010; Martinez et al., 2012; Pressel
et al., 2016). Esta hipotesis ampliamente aceptada
ain no ha sido totalmente demostrada. Por esta
razon, siguiendo la propuesta de Baylis (1975) sobre
un continuo para la dependencia micorricica desde
la condicion facultativa a la obligada, la ausencia
de colonizacion en plantas reproductivamente
maduras indicaria que la asociaciéon puede ser
facultativa. Al mismo tiempo, el registro de la
asociacion activa en el hospedante no implicaria que
la interaccion sea exclusivamente obligada, porque
las raices muestreadas y analizadas representan una
fraccion dispersa del total de raices colonizadas del
hospedante, sumada a la discontinuidad temporal
que afecta al muestreo y que influye directamente
sobre estas interacciones por su comportamiento
estacional (Smith & Read, 2008), también registrado
en areas del Chaco Serrano (Lugo & Cabello, 2002;
Lugo et al., 2003).

La colonizacion MA de A. tomentosa var.
anthriscifolia en las Sierras Centrales de San
Luis fue del tipo Paris. Este tipo de colonizacion
micorricica es considerado como el mas frecuente
en las comunidades naturales de plantas terrestres
(Brundrett & Kendrick, 1990a, b) y predominante
en los helechos y licofitos (Smith & Smith, 1997).
Los resultados obtenidos confirman a Paris como
el morfotipo tipico de la asociacion MA en A.
tomentosa var. anthriscifolia, ya que esta morfologia
de colonizacién se encontré en los individuos
analizados en los tres sitios muestreados. Ademas,
se observaron hifas de HMA colonizando las
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raices de A. tomentosa var. anthriscifolia a través
de pelos radicales, una caracteristica muy comun
en helechos y licofitos a nivel mundial (Brundrett,
2002; Dickson, 2004; Zhang et al., 2004; Smith &
Read, 2008; Pressel et al., 2016), coincidiendo con
los registros previos de MA en las especies nativas
de la Patagonia (Fernandez et al., 2012b).

A. tomentosa var. anthriscifolia es una especie
nativa con reconocidos usos en medicina popular
de sus frondes como béquico y expectorante, con
una amplia distribucion que abarca desde la selva
misionera hasta el litoral del Rio de la Plata, a
lo largo de toda la llanura del centro-oeste del
pais (Barboza et al., 2006), llegando a América
Meridional, Bolivia, Brasil y Paraguay (De la Sota et
al.,2009). Otras especies nativas del género Anemia,
como A. australis (= A. tomentosa var. australis) son
popularmente utilizadas y tienen un amplio mercado
comercial como hierbas medicinales (Lujan et
al., 2000). Son escasos los trabajos exploratorios
enfocados en las plantas medicinales nativas y
sus simbiosis radicales (Polanco & Lugo, 2005) y
las especies estudiadas fueron angiospermas. Los
resultados de este trabajo aportan nueva informacion
sobre las asociaciones con endodfitos flingicos
en raices de helechos medicinales y nativos. La
deteccion de la simbiosis MA en A. tomentosa var.
anthriscifolia, del tipo Paris y consistentemente
establecida en las poblaciones estudiadas del Chaco
Serrano en San Luis es informaciéon de base que
podra utilizarse en estudios para profundizar los
efectos de esta simbiosis en este helecho medicinal,
con especial interés en los beneficios que puedan
conferirles los HMA en cuanto a la produccion de
principios activos de interés farmacéutico medicinal
o aplicable a perfumeria como sus aceites esenciales
(Santos et al., 2006; Pinto et al., 2013). Ademas,
la implementacion del cultivo de 4. tomentosa var.
anthriscifolia podria contribuir a su utilizacion
como planta ornamental. Estas metodologias de
cultivo que involucran la inoculaciéon con hongos
micorricicos, previa deteccion de la presencia de
simbiontes HMA en otras especies nativas de amplio
uso en medicina popular, serian beneficiosas tanto
para su produccion como para la biodiversidad de
los ambientes serranos. Ademas, esta informacion
podra implementarse para favorecer la propagacion
para la comercializacion con fines ornamentales de
este helecho nativo considerado con potencial para
floricultura (Morero et al., 2014).
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