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RESUM

La fotosintesi, procés fisiologic clau per a la vida a la Terra, ha experimentat un procés
evolutiu a través de tota la historia evolutiva de les plantes, des dels primers grups que
colonitzaren el medi terrestre fins a les Angiospermes. Els principals factors que condicionen la
fotosintesi sén la conductancia estomatica (incloent la resposta estomatica enfront diferents
estimuls ambientals), la conductancia del mesofil i la maquinaria bioquimica. No obstant, es tenen
molt poques dades completes de les espécies i grups més basals, com els equisets, les
falgueres, les Gimnospermes i les Angiospermes basals. El present treball pretén ampliar el
coneixement de la fotosintesi en els grups més basals, i per aix0 s’estudiaren 11 especies dels
grups seglents: equisets, falgueres, Gimnospermes i Angiospermes (nenufars). Es realitzaren
mesures d’intercanvi de gasos i fluorescéncia per a determinar els parametres fotosintétics en
condicions optimes i també s’observa la resposta estomatica enfront a variacions en la irradiancia
i el COz. Els resultats mostraren una resposta estomatica variada entre els grups, on la majoria
d’espécies mostraren una resposta baixa, especialment per al CO2. En la caracteritzacio dels
parametres fotosintétics s’observa un augment de la fotosintesi en avancar la filogenia,
relacionada amb l'augment general de les conductancies i els components bioquimics.
Finalment, s’observa una disminucié progressiva de la limitacié per la conductancia del mesofil
acompanyada d’'un augment en la limitacié de la fotosintesi per la conductancia estomatica a
través de les espécies estudiades.

INTRODUCCIO

La historia evolutiva de les plantes vasculars (cormofits) es remunta al periode Sildric, fa
més de 430 Ma. Des del moment en que sorgiren les primeres plantes terrestres, els vegetals
han colonitzat practicament tots els habitats terrestres i dominen els ecosistemes, constituint la
base de la vida fora de I'aigua. Les plantes terrestres i, dins aquestes, els cormofits, constitueixen
un grup monofilétic (Qui et al, 2007). Si bé els briofits (divisions o fila Anthocerophyta,
Hepatophyta i Bryophyta) foren les primeres en colonitzar el medi terrestre, les plantes vasculars
presenten una série d’adaptacions tant morfologiques com fisioldgiques (vasos conductors,
cuticula, etc.) que han permeés el seu enorme exit. El grup més primitiu de plantes vasculars és
el dels licofits (Lycophyta), actualment representats per géneres com Selaginella o Isoetes. Els
equisets (Sphenophyta, unicament representats en lactualitat pel génere Equisetum) i les
falgueres (Pterydophyta), juntament amb els licofits, tingueren una gran diversitat i dominaren la
vegetacio durant el periode Carbonifer (360-300 Ma). Actualment, les falgueres constitueixen el
segon grup de plantes amb major nombre d’espécies (unes 12000) després de les
Angiospermes. Les plantes amb llavor (espermatofits o fanerogames) comencaren a
desenvolupar-se durant el Carbonifer, pero fou a partir del Pérmic (300-250 Ma) quan adquiriren
el paper principal en els ecosistemes terrestres. L’assecament del clima durant el Pérmic constitui
un factor selectiu que afavori els espermatofits degut a que aquests toleren millor la manca
d’aigua que les plantes sense llavor. Les Gimnospermes foren els primers espermatofits en
apareixer (derivats del grup extint conegut com “Progimnospermes”). Es composen de quatre fila
amb representants en I'actualitat (Cycadophyta, Ginkgophyta, Gnetophyta i Coniferophyta) i una
serie de fila extints (Diaz et al, 2004). Les Gimnospermes assoliren el seu maxim apogeu durant
el Mesozoic. Dins les Gimnospermes actuals es troben generes com Ginkgo o Cycas, auténtics
“fossils vivents”, practicament inalterats des del periode Jurassic (150 Ma), reminiscents de grups
anteriorment diversos (Nagalingum et al, 2011). Dins el regne vegetal les Angiospermes son,
sens dubte, el grup més exitds i divers (més de 250000 espécies, aproximadament el 90% de
totes les especies de plantes). Aquestes aparegueren a principis del periode Cretacic (140 Ma)
pero no fou fins a finals d’aquest periode (65 Ma) quan comencgaren a dominar el paisatge.
Caracteristiques com I'aparicio del pistil i el desenvolupament de la flor, aixi com la gran plasticitat
morfoldgica, contribuiren a I'enorme éxit de les Angiospermes. Actualment, Amborella trichopoda
i la familia dels nendfars (Nymphaeaceae) sén considerades les Angiospermes més basals (Feild
et al, 2009; Qui et al, 2007).



Es coneix en profunditat la filogénia i I'evolucié morfologica de les plantes vasculars; en
canvi, els estudis sobre I'evolucié de la fisiologia relacionada amb la fotosintesi, sbn més
escassos (Haworth et al, 2011; Flexas et al, 2012). La fotosintesi és un procés clau per a la vida
al nostre planeta, ja que permet la incorporacié de nova matéria organica a I'ecosistema,
constituint per tant la base de tota la produccié primaria. No obstant, actualment la majoria de les
dades sobre el rendiment fotosintétic i la seva regulaci6 corresponen generalment a
Angiospermes superiors i, especialment, a plantes model i cultius. La informacié sobre I'evolucié
fisiologica de la fotosintesi és escassa, en quant a dades referents a espécies considerades com
a “primitives” (Haworth et al, 2011; Flexas et al, 2012). En el cas de les Angiospermes basals,
incloent Amborella i espécies de la familia Nymphaeaceae, s’han reportat valors de fotosintesi i
conductancia, encara que sense aprofundir en les limitacions fotosintétiques d’aquestes especies
(Feild et al, 2009).

La fotosintesi es troba condicionada per dos factors: la difusié del CO:2 a través dels
estomes (gs) i el mesofil foliar (gm) (factors biofisics) i la capacitat de la maquinaria fotosintetica
dels cloroplasts en la conversié d’energia luminica en quimica (factors bioquimics) (Sharkey et
al, 2007; Flexas et al, 2012).

La preséncia d’estomes a les plantes ha suposat I'adquisicié de la capacitat de controlar
quantitativament l'intercanvi de gasos i constitueix un dels trets que permeteren la colonitzacié
plena del medi terrestre. Si bé totes les plantes vasculars presenten estomes, la capacitat de
controlar la seva obertura varia entre els diferents grups (Haworth et al, 2011). Aquest control és
important per a ajustar el balang entre I'entrada de CO: i la pérdua d’aigua per transpiracio; la
relacié entre aquests dos valors rep el nom d’eficiéncia en I'Us de l'aigua (WUE, en anglés) i és
un concepte vital per entendre les adaptacions i I'evoluci6 de les plantes terrestres (Gago et al,
2014; Brodribb et al, 2009). EI WUE constitui un fort factor de pressio selectiva en les primeres
etapes de la evolucié de les plantes i, concretament, dels estomes (McAdam & Brodribb, 2012).
En general, s’ha observat un increment en el WUE al llarg de la historia evolutiva de les plantes
terrestres (Haworth et al, 2011). El valor de gs es veu condicionat per la densitat estomatica i pel
grau d’obertura, podent aquest darrer variar a curt termini (minuts) en resposta a diferents
estimuls: llum, CO2, humitat, temperatura, etc. (Haworth et al, 2011). Concretament per al COz,
s’ha observat que les respostes per al baix (<380 pmol CO2 mol?) i per a l'alt CO2 (>380 umol
CO2 mol?) sén independents; la resposta al baix CO2 és obrir estomes per augmentar la
concentracié de substrat (COz) i evitar 'acumulacié d’elements fotoreductors, mentre que la
resposta al I'elevat CO:2 és tancar estomes i estalviar aigua sense comprometre la fotosintesi
(Brodribb et al, 2009). S’ha documentat ampliament la resposta estomatica a curt termini en un
gran nombre d’Angiospermes, on la resposta és rapida i eficient (valors elevats de WUE), i en
algunes espécies de coniferes (Gimnospermes), falgueres i licofits, on la resposta a la llum i a
I'elevat CO2 és menor o inexistent (Brodribb et al, 2009; McAdam & Brodribb, 2012; Brodribb &
McAdam, 2013). Les respostes al CO: varien en condicions de llum i obscuritat, sent les
Angiospermes les Uniques que responen a 'elevat CO2 en obscuritat (Brodribb & McAdam,
2013). A més, en falgueres la resposta depén en gran mesura de I'estat hidric de la fulla
(tancament estomatic passiu en perdre turgor) i no de la regulacié per acid abscisic, al contrari
que les Angiospermes i Gimnospermes (Brodribb & McAdam, 2011; McAdam & Brodribb, 2012;
Brodribb & McAdam, 2013). Recentment s’ha observat en falgueres que les respostes a la llum i
al deficit de pressié de vapor estan coordinades, mentre que les respostes a la llum i al CO2 sén
independents (Creese et al, 2014). En altres cormofits basals, no obstant, la informacio és
escassa. Unicament es troben estudis en Ginkgo biloba, on s’ha observat una baixa resposta a
la llum al llarg del dia (Pandey et al, 2003) i 'aclimataci6 a elevat CO. ambiental (Beerling et al,
1998) aixi com una baixa resposta a curt termini al CO2 (Haworth et al, 2013; Brodribb & McAdam,
2013). Els estudis sobre Angiospermes basals, com els nentfars (Nymphaeaceae), també sén
limitats (Snir et al, 2006; Feild et al, 2009). No hi ha estudis sobre la resposta de la gs en espécies
dels géneres Equisetum o Cycas, si bé per a algunes d’aquestes especies s’han reportat alguns
valors de fotosintesi i conductancia (Carriqui et al, 2014; Marler & Willis, 1997).

A banda de la conductancia estomatica (gs), la fotosintesi també es troba limitada i
condicionada per la conductancia del mesofil (gm), que recentment ha adquirit una major
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importancia en la caracteritzacio de la capacitat fotosintética (Flexas et al, 2012; Bernacchi et al,
2002). A la Figura 1 es mostra el paper d’'ambdues conductancies en la fulla, juntament amb els
diferents valors de CO2: ambiental (Ca), intercel-lular (Ci) i al lloc de carboxilacié (Cc). La gm depén
en bona mesura de I'anatomia foliar interna perd també pot respondre rapidament enfront a
variables ambientals degut al transport per aquoporines i altres factors bioquimics (Flexas et al,
2013; Bernacchi et al, 2002). Si bé els valors de gm es troben condicionats parcialment per la gs,
varien fortament en relacio a la historia evolutiva de les plantes terrestres; no obstant, hi ha certes
baules per omplir referent als valors de gm per a certs cormofits i espermatofits basals (Flexas et
al, 2012). Només unes poques espécies de falgueres han estat caracteritzades (Carriqui et al,
2014; Gago et al, 2013) i no es coneixen els valors de molts grups.

. "(
N v " —

Figura 1. Fotografia de microscopia oOptica de la seccié d’'una fulla de Nerium
oleander, on es mostren els diferents parametres que intervenen en el calcul de la
fotosintesi (concentracions de CO2, conductancies). Imatge presa i modificada de
Bio 185 Plant Anatomy Lab. Ca: concentracio de CO2 ambiental Ci: concentracio de
CO: a la cavitat subestomatica Cc: concentracio de CO: al lloc de carboxilacié de la
Rubisco gs: conductancia estomatica gm: conductancia del mesofil

Una vegada el CO2 ha difés fins al cloroplast (Cc), és la maquinaria bioguimica la que la
limita la fotosintesi. Els components que determinen aquestes limitacions es localitzen a les
membranes (tilacoides) del propi cloroplast, I'estroma, els mitocondris i el citosol cel-lular
(Sharkey et al, 2007). Aquestes limitacions venen en gran part donades per les caracteristiques
de I'enzim Rubisco (maxima capacitat de carboxilacid, Vcmax), €l transport d’electrons (ETR, Jmax)
i altres aspectes relacionats amb les etapes finals de la fotosintesi (Sharkey et al, 2007; Long &
Bernacchi, 2003). Per a les plantes basals es disposa de molt poques dades sobre els
parametres bioquimics, els quals unicament s’han determinat per Ginkgo biloba (Overdieck &
Strassemeyer, 2004) i recentment per a diverses espécies de falgueres (Gago et al, 2013;
Carriqui et al, 2014).

L'objectiu del present treball fou realitzar un “transsecte” a través de la historia evolutiva
de les plantes i caracteritzar la fotosintesi de diverses espécies representatives de diferents
grups, incloent els equisets (Sphenophyta), les falgueres (Pterydophyta), les ciques
(Cycadophyta), el ginkgo (Ginkgophyta) i les primeres angiospermes (Nymphaeaceae), dels
quals es tenen molt poques dades. Mitjangant corbes de resposta al CO: variable es determina
en cada espécie els diferents parametres que limiten i condicionen la fotosintesi (An), és a dir,
les conductancies (gs i gm), I'eficiéncia en I'is del l'aigua intrinseca (WUE) i els parametres
bioquimics (ETR, Vemax, Jmax). S'observa la tendéncia evolutiva en els diferents grups. També fou
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objectiu del treball observar les respostes estomatiques (gs) a la llum i al CO: per tal de discernir
com ha evolucionat la capacitat de control estomatic en les plantes.

MATERIAL | METODES
Plantes estudiades i condicions de creixement

Les plantes utilitzades en I'estudi constitueixen una petita mostra en la historia evolutiva;
s’han inclos representants des dels equisets (les espécies més basals) fins a les primeres
Angiospermes (les més evolucionades) per a un total de 11 espécies de les divisions
Sphenophyta, Pteridophyta, Cycadophyta, Ginkgophyta i Magnoliophyta. A la Taula 1 es troba el
listat complet d’espécies, juntament amb algunes caracteristiques definitories. A la Figura 2 es
poden observar les fotografies de les espécies. A la Figura 3 es mostren les relacions
filogenétiques entre les espécies estudiades. El grup amb el major nombre d’espécies disponible
és el de les falgueres (Pteridophyta). Aquestes es poden diferenciar en més primitives (Marsilea
quadrifolia i Dicksonia antarctica) i les més evolucionades (ordre Polypodiales, que inclou
Davallia canariensis, Polypodium cambricum i Phlebodium aureum) (Smith et al, 2006).

Equisetum

Equisetum arvense .
ramosissimum

Marsilea quadrifolia

Davallia Polypodium
canariensis cambricum

Cycas revoluta Nymphaea alba Nuphar lutea

Figura 2. Fotografies digitals d’'individus de les espécies estudiades.




S’adquiriren les plantes a partir de vivers de Mallorca a excepcidé de Equisetum arvense
que s’adquiri a Galicia (Caifios, P. Do Caramifial, Corufia) i de Equisetum ramosissimum, que
s’agafaren exemplars silvestres al Port de Séller (Mallorca). Per a cada espécie s’obtingueren 4-
6 individus per tal de tenir un nombre acceptable de répliques. Les plantes cresqueren al Campus
de la Universitat de les llles Balears; durant I'hivern i la primavera es disposaren a I'hivernacle i
posteriorment a finals de Maig es situaren a I'exterior. Les plantes es regaren regularment
(aproximadament 3 dies a la setmana a capacitat de camp) i les hores de Sol directe foren
limitades per evitar condicions d’estrés. Les mesures es dugueren a terme durant el mes de

Juliol.
Equisetaceae ]
— Equisetum arvense — Divisio Sphenophyta
Equisetum ramosissimum ]
Marslieaceae ] B o
Marsilea quadrifolia =8
&%
Q 0
o . S wn
Dicksoniaceae 20
Dicksonia antarctica 53
| Divisi6 Pteridophyta é’ )
Davalliaceae (Classe Filicopsida) oS
Davallia canariensis
il Polypodiaceae
Polypodium cambricum
Phiebodium aureum
Ginkgoaceae Divisi6 Ginkgophyta
Ginkgo biloba (Gimnospermes)
Tm
Cycadaceae Divisié Cvcadophvt 23
yca ivisi6 Cycadophyta 2
Cycas revoluta (Gimnospermes) & 3
58
Nymphaeaceae o=
L Nymphaea alba Divisi6 Magnoliophyta | —
Nuphar lutea (Angiospermes)
Figura 3. Filogénia de les espécies estudiades segons Qui et al (2007) i Schuettpelz & Pryer
(2007). Categories taxonomiques segons Diaz et al (2004).




Taula 1. Espécies estudiades. Caracteristiques segons HVYMO (2007), Anthos (2012), FNA (2008), IUCN Red List (2010) i KRBG (2014).

Especie Familia Forma vital Habitat Fitogeografia

Equisetum arvense L. Equisetaceae Geofit Llocs ruderalitzats prop de l'aigua Cosmopolita (Hemisferi Nord)
Eg:ifewm ramosissimum Equisetaceae Geofit g’i rigaunays humits i al voltant de cursos Cosmopolita (Ambdés hemisferis)
Marsilea quadrifolia L. Marsileaceae Hidrofit Zones peridodicament inundades Europa

Dicksonia antarctica Labill. Dicksoniaceae Fanerofit Llocs humits de boscos esclerofils Australia

Davallia canariensis (L.) Davalliaceae Epifit Llocs frescs i humits. Peninsula Ibérica, Canaries
Polypodium cambricum L. Polypodiaceae Epifit Erarllrt?rtisv’orlzl.ﬂs, soques velles; en llocs Mediterrania i Europa Occidental
Phlebodium aureum (L.) Polypodiaceae Epifit Bosc tropical i zones humides (pantans)  Ameérica

Ginkgo biloba L. Ginkgoaceae Fanerofit ngg;;?::dés’ sols humits amb llum Xino-japonesa

Cycas revoluta Thunberg. Cycadaceae Fanerofit t?:;srgggftzs | zones ombrivoles de Xino-japonesa

Nymphaea alba L. Nymphaeaceae  Hidrofit @ir?t[;es dolces estancades o de corrent Eurasia

Nuphar lutea L. Nymphaeaceae Hidrofit Aiglies estancades o de corrent lenta Cosmopolita (Hemisferi Nord)




Intercanvi de gasos

Per a les mesures d’intercanvi de gasos i fluorescéncia s’empra un aparell Li-cor (Li-
6400XT) constituit per un sistema d’analisi de gasos d’'infraroig (IRGASs) de circuit tancat i una
camera de mesura de la fluorescéncia de la clorofil-la acoblada (6400-40, LI-COR Biosciences;
Li-cor, Inc.) A la Figura 4 s’observa l'aparell.

Les mesures d’intercanvi de gasos consistiren en la realitzacié de corbes de resposta de
la fotosintesis neta (An) a la llum i corbes de resposta al CO2ambiental. A més, es mesuraren els
diferents parametres fisioldgics com la taxa de fotosintesi neta (An), la conductancia estomatica
(gs) i la concentracié subestomatica de CO2 (Ci), aixi com la temperatura de la fulla, en les
condicions seglents: 1500 pmol fotons m-2 s (densitat del flux fotonic fotosintétic o PPFD, amb
un component del 10% de llum blava), 400 umol CO2 mol* (concentracié atmosférica de COz,
Ca), temperatura del bloc de 25°C i flux d’aire a 100 umol s; les mesures es realitzaren a un flux
baix per a garantir una major precisié en la mesura (Gago et al, 2013). Totes les mesures es
realitzaren a humitat ambient (40-70% humitat relativa). Es seleccionaren fulles completament
desenvolupades per a prendre les dades. Una vegada pingada la fulla, s’esperaren uns 10-15
min per a la seva estabilitzacié, tant a ’hora de prendre les mesures estandard a les condicions
esmentades com a I'’hora de comencar les corbes. L'espécie Nuphar lutea presenta dos tipus de
fulles, aeries i submergides (Snir et al, 2006); per a aquest estudi es mesuraren fulles aéries.

Figura 4. Presa de dades amb el Li-cor 6400 (incloent la camera de
fluorescéncia 6400-40) a un individu de Cycas revoluta.

Es realitzaren 3 corbes de resposta a la llum (Tambussi & Graciano, 2010) per a cada
especie, cada una en un individu diferent. Les corbes comprenen un total de 14 mesures de
PPFD diferents, des de 2000 umol fotons m=2 s1 fins a 0 uymol fotons m-2s-1. En tot moment la Ca
es mantingué a 400 ymol CO2 mol*. El temps entre cada un dels punts per a 'estabilitzacié de
la mostra fou de 2-3 min. Per a les corbes de resposta al CO2 o corbes A/Ci (Tambussi &
Graciano, 2010; Long & Bernacchi, 2003), es mantingué una llum saturant de 1500 pymol fotons
m-2 s1 excepte per a Nymphaea alba, en que fou de 700 pmol fotons m2 s (també saturant). Es
realitza una corba de CO: a cada individu de cada espécie per a un total de 4-6 corbes segons
el nombre d'individus disponible. La majoria de corbes comprenen dues parts: una de resposta
al baix CO2 (Ca < 400 pmol CO2 mol?) i una de resposta a una concentracio elevada (Ca > 400
pmol CO2 mol?). La primera part consistia en 7 mesures amb una concentracié des de 400 fins
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a 0 ymol CO2 mol! i posteriorment 6 mesures des de 400 fins a 2000 umol CO2 mol. Algunes
espéecies (Cycas revoluta, Equisetum ramosissimum i Marsilea quadrifolia), no obstant, no
responien adequadament a aquesta distribucio de les diferents concentracions (els valors de la
corba A/Ci no eren precisos) i els punts foren redistribuits des de 2000 fins a 0 pmol CO2 mol.
En tots els casos el temps entre cada un dels punts per a I'estabilitzacié de la mostra fou de 3-4
min.

Per tal de corregir les possibles fugues degudes a les grans diferéncies entre la
concentracié de CO: fora i la de dins la camera es realitza una corba de resposta al CO:2
addicional per a cada espécie perd mesurant una fulla morta, ja que la morfologia foliar de cada
especie pot provocar certes interferéncies i alterar el valor real d’intercanvi de gasos (Long &
Bernacchi, 2003; Flexas et al, 2007). Es selecciona una fulla i s’introdui dins aigua bullent uns 1-
2 min per matar tot el teixit; per tal d’assegurar-se de que la fulla estas completament morta es
realitza una mesura per fluorescéncia de la taxa de transport d’electrons al fotosistema Il (ETR),
comprovant-se que la ETR fos zero (assegurant aixi una nul-la activitat fotosintetica). Un cop feta
la comprovacio, es realitza una corba de resposta al CO2 en les mateixes condicions i s’aplica la
correcci6 a les corbes A/Ci seguint la metodologia descrita per Flexas et al (2007). També es
corregiren els valors de fotosintesi en condicions estandard.

La camera on es situa la mostra té una superficie de 2 cm?; les fulles de certes espeécies
cobreixen perfectament aquesta superficie (Polypodium cambricum, Ginkgo biloba, Phlebodium
aureum i ambdés nendfars). No obstant, la resta presenten una morfologia foliar particular i és
necessari corregir I'area (Gago et al, 2013). Aquest és el cas de Dicksonia antarctica, Davallia
canariensis i Marsilea quadrifolia. Aixi, es corregi I'area fent una fotografia de la fulla analitzada i
recalculant I'area realment exposada mitjangant el programa ImagedJ (National Institutes of
Health, EEUU). En el cas de Cycas revouta, Equisetum arvense i E. ramosissimum, la morfologia
de la fulla (o tija, en el cas dels equisets) dificulta I'is de la camera de 'aparell ja que no es pot
tancar apropiadament. Per aixo0, es recobriren les gomes que tanquen la camera amb massilla
adhesiva (Blutack, Bostik, S.A., Espanya) per a garantir un tancament hermeétic, sent aquesta
una técnica no invasiva (Figura 5). Posteriorment a la presa de dades, també es recalcula I'area
mitjancant la metodologia ja descrita. També s’utilitza la massilla en la mesura de fugues en les
mateixes espécies que ho requerien.

Figura 5. Imatge de foliols de Cycas revoluta
coberts amb massilla, preparats per a ser
mesurats.

A banda de les corbes, també es mesura la respiracié mitocondrial en obscuritat (Rn) de
cada un dels individus de totes les espécies. Per fer-ho, es deixaren les plantes tota una nit en
una habitacié a les fosques i posteriorment es mesura la respiracié en les condicions estandard
(excepte pel fet de no exposar la mostra a la llum: 0 umol fotons m-2 s’ de PPFD) (Gago et al,
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2013; Varela et al 2010). Una vegada estabilitzada, es mesura la fulla prenent valors cada 20 s
durant 5 min (6-7 valors per mostra). Posteriorment, es calcula la respiracié en la llum (Rd) com
a la meitat de Rn (Gago et al, 2013).

La camera d’analisi de gasos no diferencia entre la conductancia cuticular i estomatica;
assumint de fet que tota és exclusivament estomatica, gs. No obstant, també hi ha un component
de la transpiracié mesurada que correspon a la conductancia cuticular (gc) la qual pot induir
errades en el calcul de la Ci (Boyer et al, 1997). Per tal de corregir la gs, es mesura la gc seguint
el métode de Gago et al (2013). En primer lloc, cal determinar si la fulla és amfistomatica o no
observant-la al microscopi optic per comprovar la preséncia i distribucié dels estomes. Si la fulla
només presenta estomes en una de les cares (hipostomatica o epistomatica) llavors es pot cobrir
la cara amb estomes per tal de mesurar Unicament la conductancia cuticular (la meitat del seu
valor total). De les espeécies estudiades, totes resultaren ser hipostomatiques tret dels nenufars,
que degut a la seva adaptacioé a I'ambient aquatic tenen una disposicié estomatica particular:
Nymphaea alba és epistomatica mentre que Nuphar lutea és amfistomatic (estomes a les dues
cares de la fulla). Degut a que aquesta técnica no és aplicable a espéecies amfistomatiques, per
a Nuphar lutea es prengué el valor mesurat de Nymphaea alba, degut a que pertanyen a la
mateixa familia i presenten unes caracteristiques foliars similars (LMA semblant, veure resultats).
Es tapa la cara amb estomes amb grassa de silicona i un plastic fi, a fi d’evitar la transpiracio
estomatica. Es prengueren mesures de tots els individus cada 20 s durant 5 min en les condicions
estandard (400 pmol CO2 mol?, 1500 umol fotons m2 s, 25°C, flux de 100 pmol s1). Degut a la
morfologia dels equisets no es va poder mesurar la conductancia cuticular i la seva gs no esta
corregida per la gec.

Resposta estomatica

A banda de representar les corbes de resposta estomatica, també es determina la
resposta estomatica estandard absoluta i relativa per a totes les espécies en resposta tant a la
irradiancia com al baix i elevat CO2. La resposta estandard consisteix en mesurar el grau de
variacié d’'un parametre (gs) entre dos punts, que en aquest cas foren 0 i 1500 pymol fotons m2? s-
1 per a PPFD, 0400 pmol CO2 mol? per al baix CO2 i 400 i 2000 pmol CO2 mol? per a I'elevat
CO:a. Les férmules utilitzades per al calcul son les segiients (Creese et al, 2014):

Resp. Est. Abs. = Os punt 1 — Us punt 2 Resp. Est. Rel. = (gs punt 1 — Js punt 2) / Os punt 1

Fluorescéncia

Les mesures de fluorescencia es realitzaren simultaniament a les corbes gracies a la
camera de fluorescéncia 6400-40 (Figura 4), que permet mesurar directament els seglents
parametres: Fo, Fm, F, Fs, Fm’ i Fo'. A partir d’aquests es pot calcular la taxa de transport
d’electrons (ETR) i les eficiencies quantiques del fotosistema Il (PSIl), entre d’'altres (LI-COR
Biosciences, Li-cor, Inc.; Harbinson et al, 1989; Flexas et al, 2007). A partir de les mesures de la
fluorescéncia en estat estable (Fs) i la fluorescéncia maxima durant I'aplicacié d’'un pols de llum
saturant (Fm’) (Genty et al, 1989) es pot calcular I'eficieéncia quantica del PSII (¢psi) i la ETR
mitjancant les férmules segiients (Gago et al, 2013; Flexas et al, 2007):

desi = (Fs — Fm)) Fm’ ETR = gesu - PPFD - a-B

On a correspon a I'absorbancia foliar i 8 és el coeficient de particié quantic entre PSI i
PSII. Per a calcular el producte a8 s’empra el métode descrit per Valentini et al (1995) basat en
la relacio lineal entre ¢psi i ¢coz (pcoz = [An + Rd] / PPFD; Flexas et al, 2007) en condicions de
baix Oz (és a dir, abséncia de fotorespiracid), aconseguit utilitzant aire a partir d’'una botella de
nitrogen pur (BIP Technology) al qual s’hi afegi CO2 i vapor d’aigua (per a mantenir un 40-70%
d’humitat relativa). Es realitzaren 3 corbes de resposta a la llum per espécie (3 individus diferents)
en les mateixes condicions que les anteriorment descrites exceptuant pel baix O2. Per a
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determinar la relacioé entre ¢psi i ¢pcoz i calcular a-f es realitzaren els calculs descrits per Long &
Bernacchi (2003) i Flexas et al (2007).

Estimacions de parametres fisiologics (gm, Vemax, Jmax)

Les estimacions de la conductancia del mesofil (gm) es feren utilitzant el model de Harley
(Harley et al, 1992; Long & Bernacchi, 2003), que requereix mesures d’intercanvi de gasos (A,
Rq) i fluorescéncia (ETR). L’equacié utilitzada és la seglent:

On=A/[Ci— ™ (J +8A + 8Ry) | (J — 4A — 4Rq)]

On ™ correspon al punt de compensacio6 del CO2 en abséncia de respiracié en obscuritat
i J equival a la ETR. Totes les variables de I'equaci6 foren determinades experimentalment a
excepcid de I*, per al qual s’utilitza el valor promig dels cormofits determinat per Bauer & Martha
(1981) per a les falgueres i equisets, valor que coincideix amb el descrit per Gago et al (2013)
calculat a partir del factor especific de la Rubisco de tres espécies de falgueres. Per als
espermatofits s’empra el valor aproximat de 40 umol CO2 mol* aire, determinat per a les diferents
families estudiades (Krenzer Jr et al, 1975). Es calcularen els valors de gm tant en condicions
estandard com per a cada punt de les corbes A/Ci per tal d’'observar les variacions de gm en
funcié de les diferents concentracions de CO: (Flexas et al, 2007). Una vegada obtingut el valor
de gm es pogué calcular la Cc aplicant la formula de la Primera Llei de Fick:

A=gm(Ci—-C)

Els parametres bioquimics s’obtingueren mitjangant dos procediments: el model descrit
per Farquhar (Farquhar et al, 1980; Long & Bernacchi, 2003) i el de Sharkey (Sharkey et al, 2007)
per a les plantes amb metabolisme del tipus Cs. Ambdds models calculen Vemax, Jmax | TPU a
partir de diferents seccions de les corbes A/C. (Farquhar; requerint per tant el calcul independent
de gm) i A/Ci (Sharkey). Aquests models associen cada parametre a una fase de la corba,
assumint que a mesura que augmenta la concentracié de CO: la fotosintesi es veu limitada per
un factor diferent (Sharkey et al, 2007). A la Figura 6 s’observa una corba A/Ci idealitzada i les
diferents fases.

40

N
o

A (pmol m* s'1)

0 200 400 600 800
C. (umol mol™)

Figura 6. Corba A/Ciidealitzada on es mostren les tres fases
que limiten la resposta de A (linia més gruixuda). Imatge
presa de Long & Bernacchi (2003).
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En la primera fase ([CO2] menor) el factor limitant és la Rubisco i es calcula la taxa
maxima de carboxilacié (Vemax). En la segona fase la Rubisco ja actua a velocitat maxima i el
factor limitant és la regeneracié de RuBP; en aquesta fase es calcula la taxa maxima de transport
d’electrons (Jmax). Finalment, la tercera fase correspon a la saturacio de la capacitat fotosintética
(An ja no augmenta encara que augmenti la concentracié de CO32) i permet calcular la limitacié
per Us de trioses fosfat (TPU), els productes de la fotosintesi. Degut a que en alguns casos la
temperatura de la fulla superava els 30°C i hi havia variabilitat en la temperatura entre espeécies,
es referenciaren els resultats dels parametres bioquimics a una temperatura estandard de 25°C
utilitzant el metode descrit a Sharkey et al (2007).

Analisi de les limitacions fotosintétiques

Es quantificaren les limitacions fotosintétiques seguint el métode descrit a Grassi &
Magnani (2005). S'utilitzaren els valors de gs, gm i Vemax per a determinar les limitacions relatives
imposades per la conductancia estomatica (Is), la del mesofil (In) i biogquimiques (Ib),
respectivament. S’empra Unicament V¢max com a limitacié bioquimica ja que era el factor limitant
a la fotosintesi en les condicions de CO2 mesurades (veure corbes A/Ci a 'apartat de resultats)
(Gago et al, 2013). Les férmules utilitzades per al calcul foren les segiients (Grassi & Magnani,
2005):

Is = (gtot / gs : 6A /6Cc) / (gtot + 6A /5Cc) |m = (gto[ / gm - 6A /6Cc) / (gto[ + 6A /6Cc)

Ip = gtot/ (gtot + 0A /5Cc) Otot = 1/ Os + 1/ Om

Caracteristiques foliars

Per a caracteritzar la fulla es mesuraren el pes sec, el pes turgent i el pes fresc per a
poder obtenir els segiients parametres: massa foliar per area (LMA), contingut hidric relatiu
(RWC) i contingut de massa seca de la fulla (LDMC) (Cornelissen et al, 2003). A continuacio es
mostren les féormules utilitzades per a cada un dels parametres:

LMA = PS (g) / AF (m?)

RWC = PF—PS/PT - PS LDMC = PS (mg) / PT (g)

On AF correspon a l'area foliar, PS al pes sec, PF al pes fresc i PT al pes turgent. Es
mesuraren 6 mostres d’area coneguda per espécie (en ser possible d’individus diferents) a partir
de fulles ja desenvolupades. Just en obtenir les mostres es mesuraren en una balanca de precisi6é
HM-202 (e=1mg, d=0,01/0,1mg; AND) per a obtenir el pes fresc. Posteriorment, s’introduiren dins
tubs Eppendorf amb aigua destil-lada i romangueren 2-3 dies a la nevera per obtenir el pes
turgent. Finalment, les mateixes mostres es posaren en una estufa al voltant de 60°C durant 3-4
dies per a mesurar el pes sec (Cornelissen et al, 2003).

Analisi estadistic

Per a l'analisi estadistic dels diferents parametres mesurats es realitzaren tests de
Duncan de comparacié multiple amb un nivell P < 0,05 (intervals de confianca del 95%) per a
determinar diferéncies significatives. També es realitzaren entre els diferents punts de les corbes
per a determinar diferéncies dins les corbes de cada especie. Per a les correlacions entre
parametres s’utilitza el test de correlacié de Pearson amb un nivell P < 0,001. L’analisi s’executa
mitjancant el paquet de software estadistic SPSS IBM 16.0 (SPSS, Chicago, IL, EEUU).

14



RESULTATS

A la Taula 2 es mostren les caracteristiques foliars de les diferents especies. El rang de
LMA, la caracteristica basica més significativa, varia ampliament entre les espécies. Els valors
més baixos corresponen a les falgueres (mitjana de 51,9 g m-2) i als nenufars (mitjana de 27,0 g
m-2). Dins les falgueres destaca Marsilea quadrifolia pel seu valor extremadament baix (17,7 g m-
2). Els equisets presenten un LMA promig de 106,1 g m2, encara que el valor de les dues
especies és significativament diferent (veure taula). Entre Ginkgo biloba i Cycas revoluta el valor
també és diferent, sent aguesta darrera espécie la que presenta una major LMA (251,6 g m-2). El
LDMC, relacionat amb el grau de duresa de la fulla, es correlaciona generalment amb LMA
(Cornelissen et al, 2003).

Taula 2. Caracteristiques foliars: massa foliar per area (LMA), area especifica de la fulla (SLA),
contingut hidric relatiu (RWC) i contingut de massa seca de la fulla (LDMC). Els valors
corresponen a les mitjanes i errors estandard de sis repliques per espécie. Les lletres indiquen
similituds i/o diferéncies significatives (P < 0,05) segons el test de Duncan.

S LMA LDMC
Especie (@m? RWC (mg g?)
Equisetum arvense 83,2 + 8,84 0,70 + 0,02bcd 185,2 + 17,24
Equisetum ramosissimum 129,0 + 11,6° 0,72 + 0,04 117,2 + 10,43
Marsilea quadrifolia 17,7 £ 0,52 0,82 +0,04° 135,5 + 9,40¢
Dicksonia antarctica 71,8 £ 2,9¢ 0,90 +0,01f 346,2 + 15,29
Davallia canariensis 46,7 + 4,6° 0,68 + 0,04°<d 219,5 + 14,28
Polypodium cambricum 42,1 +1,0° 0,63 £ 0,02° 153,3 + 6,0%
Phlebodium aureum 81,5 + 5,4¢ 0,82 +0,02¢ 278,1+ 10,2
Ginkgo biloba 85,1 + 3,6¢ 0,83 + 0,02° 261,6 +11,1f
Cycas revoluta 251,6 + 11,5 0,67 + 0,02b¢ 353,7 + 13,69
Nymphaea alba 30,0 + 1,02b¢ 0,53 0,012 100,1 + 3,62
Nuphar lutea 239+1,7%® 0,76 + 0,01% 103,0 + 4,52

A la Figura 7 es mostren les corbes A/Ci mesurades. Encara que algunes han saturat
completament (Equisetum ramosissimum, Marsilea quadrifolia, Dicksonia antarctica, els dos
nenufars) altres no ho han fet i per tant el calcul de TPU no ha estat possible, si bé les dues
fases prévies si han quedat perfectament definides en la gran majoria de casos i s’han pogut
realitzar els calculs apropiats.

La Taula 3 presenta totes les caracteristiques fotosintetiques de les espécies. Els valors
de Vemax | Jmax que es presenten han estat calculats mitjancant el model de Farquhar i la gm
calculada seguint el model de Harley. Es mostren només aquests valors dels parametres
bioguimics ja que els calculats mitjancant el métode de Sharkey presentaven una aproximacio
inexacta de gm en molts dels casos i no s’arribava a un nombre significatiu de répliques per
espéecie (cal recordar que aquest model extreu els resultats a partir de la corba A/Ci, sense
requerir un valor independent de gm). Referent a la fotosintesi (An) s’observa com els valors
augmenten a través dels diferents grups: la mitjana per a les dues espécies d’equisets és 4,39
pmol CO2 m2 s; per a les falgueres, 5,88 umol CO2 m2 s1 (sense haver diferencies significatives
amb els equisets segons el test de Duncan, P < 0,005); per a les gimnospermes basals, 8,85
pmol CO2 m2 st i per als nenufars, 11,13 ymol CO2 m2 st Cal destacar Marsilea quadrifolia,
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gue presenta un valor similar a les Fanerogames. La gs i la WUE;, en canvi, no segueixen una
tendéencia evolutiva tan clara. La mitjana de gs per als equisets és de 0,069 mol CO2 m=2 st (si bé
el valor de E. arvense és molt elevat); la de les falgueres, 0,037 mol CO2 m2 s1 (el valor de M.
guadrifolia és significativament major que la resta); la de les gimnospermes, 0,042 mol CO2 m-2
s (sense presentar diferéncies significatives amb les falgueres); i la dels nenlfars és la més
elevada: 0,116 mol CO2 m?2 s'1. Respecte al WUE;, tant les gimnospermes com les falgueres
mostren una major eficiéncia respecte als altres dos grups, sent les primeres les que presenten
un valor promig més elevat (121,1 pmol CO2 mol! H20 m-2 s1). Tanmateix, I'espécie amb el major
WUE; és la falguera Phlebodium aureum. El valor més petit de gm correspon al equisets (0,024
mol CO2 m? s'1), significativament menor que la resta; els valors de les falgueres i els nenufars
no presenten diferéncies significatives (0,068 i 0,094 mol CO2 m-? s'1, respectivament), no obstant
algunes especies com P. aureum i Nuphar lutea mostren uns valors significativament més
elevats. Les gimnospermes sén el grup amb la gm més elevada (0,151 mol CO2 m-? s1). La ETR,
una vegada corregida mitjancant les corbes de baix oxigen, presenta diferéncies significatives
entre els quatre grups: el valor més baix correspon als equisets (55,0 umol e- m2 s1), les
falgueres i nenufars presenten uns valors intermedis (67,7 i 88,3 umol e m=2 s'1, respectivament)
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Figura 7. Corbes A/Ci de cada una de les espécies en les condicions segiients: PPFD saturant
(>700 umol fotons m2 s1), temperatura del bloc a 25°C, flux de 100 ymol s i humitat ambient
(40-70%). Cada un dels punts representa la mitjana de 4-6 réepliques; les barres d’error
corresponen a I'error estandard. A: Equisetum arvense B: Equisetum ramosissimum C: Marsilea
guadrifolia D: Dicksonia antarctica E: Davallia canariensis F: Polypodium cambricum G:
Phlebodium aureum H: Ginkgo biloba I: Cycas revoluta J: Nymphaea alba K: Nuphar lutea
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Taula 3. Caracteristiques fotosintétiques de les espécies estudiades. Els valors corresponen a les mitjanes i errors estandard de quatre a sis répliques per
espécie. Les dades foren preses en les segtients condicions: PPFD saturant (>700 pmol fotons m=2 s1), Ca de 400 umol CO2 mol?, temperatura del bloc a
25°C, flux de 100 pmol st i humitat ambient (40-70%). El valor ’ETR esta corregit mitjangant les corbes de baix Oz. Els valors de V¢max i Jmax han estat
calculats mitjangant el model de Farquhar (Farquhar et al, 1980) i corregits per a una temperatura de 25°C (Sharkey et al). Les lletres indiquen similituds i/o
diferéncies significatives (P < 0,05) segons el test de Duncan.

WUE;

i AN Rd gs gc gm Harley ( mol CO ETR Vc,max Jmax Ci Cc Harley

Espécie (umol CO; (umol CO, (mol CO, (mmol H,O (mol H,0 HmMot 42 (umol e (umol CO; (umol e (umol CO, (umol CO,
2 ol 2 ol 2 ol 2 ol 2 ol mol™ H,O 2 ol 2 ol 2 o1 -1 -1
m#Zst) m#st) m#s™t) m#s™t) m?st m? s1) m=s™t) m=s™t) m#s™t) mol?) mol™)

EqUisetum a a c a a a a a C b
arvense 4,51 +0,47 0,96 £ 0,10 0,101+ 0,004 No mesurada 0,023 + 0,004 275+2,4 45,4 + 3,7 48,1+ 3,2 45,8 + 2,2 342,4+4,3 140,1 + 11,0
Equisetum a a ab a bc ab b abc b a
ramosissimum 4,27 +0,42 1,05 + 0,06 0,036 + 0,004 No mesurada 0,025 + 0,004 74.8+4.4 64,7 £5,4 82,7+9,4 65,0 + 6,5 264,4+7,4 91,5+7,3
Marsilea cde be be ab ab b be ab ab b b
quadrifolia 9,36 £ 0,93 0,46 £ 0,04 0,077 + 0,008 10,4+ 3,8 0,082 + 0,013 69,3+2,8 77,4+5,8 65,6 £5,5 53,5+3,2 249,2+4,9 136,9 + 4,3
Dicksonia a c a ab a b a ab cd b a
antarctica 3,62+0,35 0,32 +0,02 0,030 £ 0,005 76+23 0,021 + 0,001 67,3+45 50,3+2,0 79,5+ 14,4 76,8 £ 15,0 255,0+ 12,0 86,0+5,1
Davallia ab bc a b ab cd bc bc de a a
canariensis 6,23+ 0,61 0,45 £+ 0,08 0,031 £+ 0,005 11,7+1,2 0,078 £ 0,012 103,8+5,4 80,1+2,7 89,6 +4,9 91,3+15 184,5+ 8,7 95,8 +5,2
Pol ium
C:%Eﬁgu% 4,77 £0,45% 0,35 +0,02° 0,024 + 0,0072 122+13°  0,077+0,024%° 1097 + 16,29 64,7 + 3,82 923+6,10¢  716+94P°4  1848+30,32 84,0+ 5,12
Phlebodium abc C a ab b e bc b de a a
aureum 6,66 + 0,66 0,39 £ 0,07 0,027+ 0,007 52+0,5 0,103 + 0,020 151,3+ 29,7 81,3+3,4 80,3+ 3,0 93,0+£5,6 158,1 + 29,8 88,2+5,9
Ginkgo bed bc ab a b de e d a a
biloba 8,20 £ 0,92 0,57 £ 0,07 0,039 + 0,006 3,717 0,117 + 0,009 127,1+7,0 138,6 +7,9 176,6 + 16,2 144,3 + 4,29 153,7 + 13,3 82,6 £7,0
Cycas cde bc ab b c d d C f a a
revoluta 9,50 + 0,90 0,44 + 0,10 0,045 + 0,006 11,2+0,6 0,184 + 0,030 115,2+3,7 108,7 + 2,2 114,2+9,3 116,5+5,5 157,9+ 9,6 101,2 + 6,2
Nymphaea
alstga P 12,02 + 1,198 0,67 +0,13° 0,115 + 0,026° 26,2+31° 0,072 +0,0162 62,8+11,7° 90,9 + 8,9° 88,1+36% 110827 2471+273° 1408=+118°
Nuphar de a c c b ab c ab cd b c
lutea 10,25 + 1,59 0,98 + 0,07 0,118 + 0,023 26,2+3,1 0,116 + 0,027 48,1+2,3 85,7+9,3 75,2+ 8,4 77,6+7,3 274,0+6,8 174,0 £ 15,2
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i les gimnospermes, el valor més elevat (123,6 umol e m=2 s1). Els valors de V¢ max dels equisets
(65, 4 ymol CO2 m2 s1), falgueres (77,7 pmol CO2 m2 s1) i nenufars (81,7 pmol CO2 m? s1) no
presenten diferéncies significatives entre les mitjanes dels diferents grups, mentre que les
gimnospermes si son diferents (mitjana més elevada, 145,4 pmol CO2 m-? s1). Els valors de Jmax
difereixen una mica més entre els grups: la Jmax dels equisets és la significativament més baixa
(55,4 umol e- m2 s'1); no hi ha diferéncies significatives entre les falgueres (73,0 umol e- m2 s1)
i els nendfars (81,7 umol e m?2 s1); les gimnospermes sén les que presenten els valors més
elevats (145,4 umol e m2 s1), igual que per a la Vc,max.

Aquests resultats es poden veure a la Figura 8, on es mostren les correlacions entre la
fotosintesi i les conductancies (gs, gm) i parametres bioquimics (Vemax, ETR). S'observa com, en
general, les espécies s’agrupen segons el grup al qual pertanyen (equisets, falgueres,
gimnospermes, nenufars). Destaca com a excepcio Marsilea quadrifolia, que degut al seus valors
elevats de An i gs es mostra separada de la resta de falgueres, si bé presenta uns valors similars
a aquestes pel que fa a gm, Vemax | ETR (veure taula 3). Es dugué a terme un analisi de correlacié
de Pearson i s’observaren correlacions positives significatives (P < 0,01) entre An i gs (R?2 =
0,636), Anigm (R2=10,647) i Ani ETR (R?=0,591).
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Figura 8. Correlacions entre I'assimilacié neta de CO: (An) diferents parametres (gs, gm, Ve,max,
ETR). Les formes diferents dels punts corresponen a cada un dels grups (equisets, falgueres,
gimnospermes basals, nendfars). A: Equisetum arvense B: Equisetum ramosissimum C:
Marsilea quadrifolia D: Dicksonia antarctica E: Davallia canariensis F: Polypodium cambricum
G: Phlebodium aureum H: Ginkgo biloba I: Cycas revoluta J: Nymphaea alba K: Nuphar lutea

18



En l'analisi de la resposta estomatica enfront la irradiancia (PPFD) i el CO2 (Ci) es
presenten tota una serie de resultats. A la Figura 9 es mostra la resposta a PPFD per a totes les
especies i ala Taula 4 la resposta estomatica estandard a PPFD. Es realitzaren tests de Duncan
(P < 0,05) per a la corba de cada espécie i determinar diferéncies significatives entre els punts
per comprovar si efectivament es produia resposta estomatica (variacio de gs a diferent PPFD).
Les espécies que mostraren diferéncies significatives entre 3 0 més punts sén: Equisetum
ramosissimum, Marsilea quadrifolia i Cycas revoluta, sent aquestes dues darreres les que
mostren una major variacio (10 i 8 punts diferents, respectivament). A Nymphaea alba I'inic punt
diferent a la resta és el de 1000 umol fotons m=2 s1. La gs en la resta d’espécies no varia entre
diferents punts de PPFD. Aquest fet es veu reflectit a la taula 4: la resposta relativa és major en
aquestes tres especies, mentre que la resta no supera el 50% (un valor alt indica un major
tancament estomatic).
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Figura 9. Resposta estomatica (gs) en front a la irradiancia (PPFD), en les condicions seglents:
Ca de 400 pmol CO2 mol?, temperatura del bloc a 25°C, flux de 100 pmol s i humitat ambient
(40-70%). Cada un dels punts representa la mitjana de tres repliques; les barres d’error
corresponen a I'error estandard. A: Equisetum arvense B: Equisetum ramosissimum C: Marsilea
quadrifolia D: Dicksonia antarctica E: Davallia canariensis F: Polypodium cambricum G:
Phlebodium aureum H: Ginkgo biloba I: Cycas revoluta J: Nymphaea alba K: Nuphar lutea
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Taula 4. Respostes estomatiques estandard absolutes i relatives per al PPFD; s’han pres
els punts 1500 i O ymol fotons m? s1. En el cas de Nymphaea alba s’ha pres el punt
corresponent a 600 pmol fotons m=2 s-1. Els valors corresponen a les mitjanes i errors
estandard de tres repliques per especie. Les lletres indiquen similituds i/o diferéncies
significatives (P < 0,05) segons el test de Duncan.
_ Resposta estandard Resposta estandard
Especie absoluta a PPFD relativa a PPFD
(mol CO,m?2s?) (%)

Equisetum arvense 0,026 + 0,0062¢ 29,9 + 7,62
Equisetum ramosissimum 0,058 + 0,010¢f 69,9 + 2,7bc
Marsilea quadrifolia 0,076 + 0,002f 85,0 + 2,0¢d
Dicksonia antarctica 0,004 + 0,0022 15,1 + 6,82
Davallia canariensis 0,012 + 0,0032° 46,3 + 16,22
Polypodium cambricum 0,007 £ 0,0022 36,4 +12,62
Phlebodium aureum 0,007 + 0,0022 43,9 + 11,5%
Ginkgo biloba 0,006 + 0,0002 28,2 + 17,42
Cycas revoluta 0,053 + 0,004% 110,2 + 3,9¢
Nymphaea alba 0,035 + 0,014¢ 25,3 + 14,02
Nuphar lutea 0,031 + 0,009b¢ 23,7 +1,02

A la Figura 10 es mostra la correlacio entre gs i An per a cada espécie quan varia la
irradiancia (PPFD. S’establiren correlacions significatives (P < 0,01) segons I'analisi de Pearson
per a totes les espécies excepte per a les dues especies de nenifars i Ginkgo biloba. Si bé la Ax
varia entre els punts en totes les espécies, gs nomeés varia significativament per a les espécies
anteriorment mencionades. La relacié entre els dos parametres indica la conservacio del WUE;
a cada una de les especies. Com major és la pendent de la recta de entre A/gs menor és la
conservacio de WUE; aixi com varia la irradiancia. Si el valor de gs es manté constant (com en la
majoria de falgueres, G. biloba i els nenufars) perd An disminueix, davalla el WUE; i per tant
I'eficiéncia en I'is de I'aigua no es manté a mesura que varia la irradiancia.
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Figura 10. Correlacié entre fotosintesi (An) i conductancia estomatica (gs) a PPFD variable
(punts de les corbes de llum) en les condicions segients: Ca de 400 ymol CO2 mol?,
temperatura del bloc a 25°C, flux de 100 pmol s i humitat ambient (40-70%). Cada un dels
punts representa la mitjana de tres répliques; les barres d’error corresponen a l'error
estandard. A: Equisetum arvense B: Equisetum ramosissimum C: Marsilea quadrifolia D:
Dicksonia antarctica E: Davallia canariensis F: Polypodium cambricum G: Phlebodium aureum
H: Ginkgo biloba I: Cycas revoluta J: Nymphaea alba K: Nuphar lutea

Ala Figura 11 es mostra la resposta de gs a Ci, i a la Taula 5 les respostes estandard al
baix i elevat CO.. Es realitza el mateix analisi estadistic que a les corbes de resposta al PPFD
per a determinar diferéncies entre els punts. S’analitzaren per separat les respostes al baix i a
I'elevat CO.. L’Unica especie que presenta diferencies per al baix CO2 (0-400 umol CO2 mol* de
Ca) és M. quadrifolia, on la gs corresponent a 0 ymol CO2 mol* de Ca és diferent a la resta. Per a
I'elevat CO2 (400-2000 pmol CO2 mol? de Ca), Gnicament E. arvense mostra diferéncies entre
punts: la gs a 2000 ymol CO2 mol* de Ca és diferent a la resta.
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Figura 11. Resposta estomatica (gs) en front a la concentracié de CO: (Ci), en les condicions
seglents: PPFD saturant (>700 pmol fotons m2 s1), temperatura del bloc a 25°C, flux de 100
pmol s i humitat ambient (40-70%). Cada un dels punts representa la mitjana de 4-6 repliques;
les barres d’error corresponen a l'error estandard. A: Equisetum arvense B: Equisetum
ramosissimum C: Marsilea quadrifolia D: Dicksonia antarctica E: Davallia canariensis F:
Polypodium cambricum G: Phlebodium aureum H: Ginkgo biloba I: Cycas revoluta J: Nymphaea
alba K: Nuphar lutea

A lataula 5 es mostren les respostes estandard. Per al baix CO:2 la tendéncia general en
les espécies és augmentar la conductancia (valors negatius), sent les falgueres el grup amb una
major resposta relativa (valor promig de -25,1%). Per a I'elevat CO: la tendéncia no és tan clara,
si bé la majoria d’espécies presenten una petita tendéncia a disminuir la conductancia. No obstant
cal recordar que aquests valors s6n nomeés una aproximacié ja que en la gran majoria d’espécies
no s’han trobat diferéncies significatives entre els valors de gs.
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Taula 5. Respostes estomatiques estandard absolutes i relatives a la concentracié de CO:2
(Ci). El baix CO2 correspon als punts de Ca compresos entre 0 i 400 pmol CO2 mol, i I'elevat
als punts entre 400 i 2000 ypmol CO2 mol?. El signe positiu indica tancament estomatic i el
negatiu apertura. Els valors corresponen a les mitjanes i errors estandard de 4-6 repliques per
especie. Les lletres indiquen similituds i/o diferéncies significatives (P < 0,05) segons el test
de Duncan.
Resp. Est. Resp. Est. Resp. Est. Resp. Est.

Especie absoluta a baix CO, relativa a baix CO, absoluta a elevat relativa a elevat

(mol CO,m2s?) (%) CO; (mol CO,m?2s?) CO; (%)
Equisetum 0,001 + 0,005 1,1+45b 0,018 + 0,0042 17,5 + 4,2¢
arvense
Equisetum } b } be . a . bed
ramosissimum 0,005 + 0,001 11,4+£25 0,001 + 0,002 15+6,8
Marsilea d b
quadrifolia -0,061 £ 0,009¢ -50,3+4,8 -0,017 £ 0,005 -30,1 £ 8,6
Dicksonia -0,010 + 0,002 -27,9 + 6,0 0,002 + 0,0032 8,9 + 11,10
antarctica
Davallia ) b ) c a cd
canariensis 0,010 + 0,002 26,2 +3,6 0,005 + 0,002 17,3+7,9
Polypodium b b bed
cambricum -0,004 £ 0,002 -16,0 £ 7,2°¢ 0,001 +0,0012 3,3 £ 3,4
Phlebodium i b i be a d
aureum 0,002 = 0,004 5,2 15,2 0,007 = 0,006 27,9 £ 27,5
Ginkgo biloba -0,002 + 0,002° -3,0 + 8,3 0,004 + 0,003 9,8 + 6,30
Cycas revoluta -0,006 + 0,004° -15,9 + 16,9b¢ -0,017 + 0,0062 -93,0 + 27,92
Nymphaea alba 0,026 £+ 0,0052 37,2+7,92 -0,018 £ 0,0282 -35,9 + 28,6°
Nuphar lutea -0,005 + 0,002 -3,3 +0,9% 0,011 + 00,0052 8,6 + 2,70¢d

Els resultats de I'analisi de les limitacions fotosintétiques es mostren a la Taula 6 i a la
Figura 12. Com major és el valor del factor limitant (conductancia estomatica, conductancia del
mesofil o factor bioguimic) implica que major és la limitacié d’aquest comparat amb la resta. Les
limitacions s’expressen sobre 1. A la taula 6 es presenten tots els valors calculats per a cada
especie. Es mostren les limitacions estomatiques (ls), les limitacions per la conductancia del
mesofil (Im) i les bioquimiques (l,). També s’han agrupat a la taula 6 en limitacions no
estomatiques (Im + Ip) i limitacions difusives (Is + Im). El grafic de la figura 12 mostra el valor relatiu
de cada factor per a cada espécie, ordenades segons la historia evolutiva per aixi poder observar
la tendéncia evolutiva general.
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Taula 6. Analisi quantitatiu de les limitacions a la fotosintesi a les diferents
especies segons Grassi & Magnani (2005). Is: Limitacions estomatiques (gs)
Im: limitacions del mesofil (gm) lp: Limitacions bioquimiques (Vcmax)

Espécie Is Im lb Im + o ls + Im
Equisetum arvense 0,12 0,60 0,28 0,88 0,72
Equisetum ramosissimum 0,33 0,51 0,16 0,67 0,84
Marsilea quadrifolia 0,30 0,36 0,34 0,70 0,66
Dicksonia antarctica 0,31 0,53 0,16 0,69 0,84
Davallia canariensis 0,56 0,25 0,19 0,44 0,81
Polypodium cambricum 0,61 0,22 0,18 0,40 0,83
Phlebodium aureum 0,66 0,14 0,20 0,34 0,80
Ginkgo biloba 0,80 0,20 0,00 0,20 1,00
Cycas revoluta 0,77 0,05 0,17 0,22 0,82
Nymphaea alba 0,21 0,54 0,25 0,79 0,75
Nuphar lutea 0,18 0,34 0,47 0,80 0,52
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Figura 12. Analisi quantitatiu de les limitacions a la fotosintesi a les diferents
especies segons Grassi & Magnani (2005). El grafic mostra les limitacions
relatives per a cada espécie. ls: Limitacions estomatiques (gs) Im: limitacions del
mesofil (gm) Ib: Limitacions bioquimiques (Vemax)
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DISCUSSIO

Els valors de LMA mesurats varien entre espécies perd en general es situen en el rang
propi del grup: tant Equisetum arvense com E. ramosissimum presenten uns valors similars a E.
telmateia, sent el valor d’aquest intermedi entre les dues espécies mesurades en el present
treball (Carriqui et al, 2014). Dins les falgueres cal destacar Marsilea quadrifolia, doncs presenta
el valor més baix reportat a les falgueres: 17,7 g m2 (Gago et al, 2013), sent similar a altres dades
corresponents al génere Marsilea (Wu & Kao, 2011). Els nenufars també presenten valors molt
baixos (mitjana de 27,0 g m-?). Aquests valors, tant per a M. quadrifolia com per als nendfars, es
relacionen amb I'habitat aquatic: les plantes d’aigua dolga presenten una mitjana 16 g m-,
caracteristica que es relaciona amb les particularitats del seu habitat (Poorter et al, 2009). La
mitjana de totes les falgueres estudiades entra dins el rang descrit a Poorter et al (2009) per a
falgueres i per a habitats humits. Cycas revoluta també presenta un valor similar a la mitjana de
les gimnospermes (227 g m2) (Poorter et al, 2009) mentre que Ginkgo biloba presenta un valor
menor, similar als ja descrits per aquesta espécie Overdieck & Strassemeyer, 2004).

Les corbes de resposta estomatica tant a la llum com al CO2 mostren, en general, una
baixa resposta als dos factors, especialment al CO2 (veure figures 9 i 11). No obstant, a la taula
4 s’observa com totes les especies reaccionen reduint I'obertura estomatica (valors de resposta
positius). Tanmateix, tret de a Equisetum ramosissimum, M. quadrifolia i C. revoluta la resposta
a la resta d’espécies és insuficient per mantenir una WUE; constant i elevada a diferents
irradiancies (figura 10) (Brodribb et al, 2009). La baixa resposta estomatica en les falgueres és
atribuible a que aquestes plantes no responen a I'acid abscisic (Brodribb & McAdam, 2013;
McAdam & Brodribb, 2012). Tot i ser angiospermes, els nenufars no mostren resposta a la llum i
al COz; aquest grup presenta caracteristiques estructurals foliars que permeten uns elevats
valors de fotosintesi (Feild et al, 2009) pero els estomes manquen de cavitat subestomatica, i per
tant les cél-lules oclusives i de guarda no poden canviar la seva morfologia i regular I'obertura
estomatica, romanent aquests permanentment oberts (Feild & Arens, 2005). Tanmateix, al ser
plantes aquatiques I'estat hidric de la planta no es veu compromes tot i que no es mantingui la
WUE; (figura 10). El cas de Marsilea quadrifolia és prou singular ja que és la Unica espécie de
falguera estudiada que respon significativament tant a la llum com al baix CO:2 (85 i 50%,
respectivament), sent el valor per al CO2 superior a les espécies de falgueres mesurades
(Brodribb et al, 2009; Creese et al, 2014) i similar a la resposta observada en coniferes (Brodribb
et al, 2009). No obstant, la resposta de M. quadrifolia a I'elevat CO2 és obrir estomes (taula 5),
mostra de la diversitat de la regulacié estomatica a les falgueres i que la resposta estomatica es
pot donar en direccions oposades (Creese et al, 2014). La resposta estomatica de M. quadrifolia
contrasta amb la dels nenufars: aquestes espécies son aquatiques i no obstant, mostren una
resposta estomatica oposada. En el cas dels nenUlfars, aquests no mostren resposta estomatica
tot i que la resta d’Angiospermes si presenta aquesta resposta (Brodribb et al, 2009; Brodribb &
McAdam, 2014). En canvi, M. quadrifolia mostra resposta per a la llum i al CO2 mentre que la
resta d’espécies de falgueres no (Brodribb et al, 2009; Creese et al, 2014). Aquest fet pot indicar
que I'habitat no és determinant per al desenvolupament del control estomatic, i aquest es troba
més influit per la historia evolutiva (McAdam & Brodribb, 2012). C. revoluta mostra una resposta
similar: al contrari que G. biloba, si respon a variacions en la irradiancia (mostrant la major
resposta en les espécies estudiades, 110%), pero la resposta a I'elevat CO:2 és baixa (15%). No
obstant, la resposta a I'elevat CO: és inesperada, segons Brodribb et al (2009): en lloc de tancar
estomes mostra una gran obertura (90%), tot i que I'error entre mostres és elevat.

El fet de que no s’observi una tendéncia clara en la evolucié del control estomatic suposa
que els diferents grups de plantes poden haver desenvolupat independentment els mecanismes
de control estomatic, fet observat en espécies com E. ramosissimum i M. quadrifolia. També en
el cas de les Gimnospermes, on C. revoluta es situa en una posicié més basal que G. biloba (Qui
et al, 2007) perd en canvi la primera mostra resposta estomatica per a la llum mentre que la
segona no. Per tant, I'evolucié de la resposta estomatica en els diferents grups és més complexa
del que es pensava (McAdam & Brodribb, 2012). També pot haver tingut lloc una pérdua
secundaria del control estomatic al llarg de I'evolucié, com podria ser el cas dels nenufars, ja que
per a la resta d’Angiospermes esta descrita la resposta estomatica completa (Brodribb et al, 2009;
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McAdam & Brodribb et al, 2012). En aquest sentit seria interessant per a investigacions futures
observar la resposta estomatica a Amborella trichopoda, I'espécie més basal de les
Angiospermes, i families com Austrobaileyaceae o Chloranthaceae, també situades a la base de
I'arbre filogeneétic de les Angiospermes (Qui et al, 2007; Feild et al, 2009). En Angiospermes esta
descrita la regulacié de la resposta estomatica al CO2 per Ca?* (Brodribb & McAdam, 2013);
també seria interessant per a investigacions futures observar si la nul-la resposta estomatica dels
nendfars es veu deguda Unicament a que manquen de cavitat subestomatica (Feild & Arens,
2005) o que tampoc presenten resposta a Ca?*. Els resultats també confirmen la independéncia
en les respostes a la llum i al CO2 (Creese et al, 2014), sent la Unica espéecie que presenta una
elevada resposta a ambdoés factors M. quadrifolia.

Els equisets i les falgueres no presenten diferéncies en els seus valors de fotosintesi a
excepcid de M. quadrifolia, que presenta un valor significativament elevat, similar al mesurat per
Wu & Kao (2011). Els valors a les falgueres es troben en el rang d’altres especies estudiades
(Gago et al, 2013; Carriqui et al, 2014) si bé els equisets presenten un valor menor al mesurat a
Equisetum telmateia (Carriqui et al, 2014). Les espécies de fanerogames presenten uns valors
gue es troben dins els rang descrit per aquestes (Wright et al, 2005). Dins les espécies
estudiades s’observa, en linies generals, un augment de la fotosintesi a través de la historia
evolutiva, sent les més baixes per a les falgueres i els equisets i les més elevades per a les
gimnospermes i els nendfars (veure taula 3). La fotosintesi dels nenifars estudiats és major que
altres espécies d’Angiospermes basals, com Amborella trichopoda i Austrobaileya scandens
(Feild et al, 2009; Feild et al, 2003). La conductancia estomatica en condicions estandard de les
falgueres és menor que la reportada per altres espeécies a Brodribb et al (2009) i Carriqui et al
(2014) pero és similar a la descrita per Gago et al (2013). La gs de les gimnospermes basals és
menor que la descrita per diferents espécies de coniferes (Brodribb et al, 2009; Flexas et al,
2012). Els nenufars, en canvi, presenten uns valors lleugerament superiors als reportats en altres
estudis per a Nuphar lutea (Snir et al, 2006) encara que no sbn tan elevats com els
d’angiospermes superiors (Flexas et al, 2012). Els valors més baixos de WUEi corresponen a
Equisetum arvense, seguits per les falgueres més primitives (Marsilea quadrifolia i Dicksonia
antarctica) i els nenufars; en el cas dels nenufars el valor baix esta associat a la seva naturalesa
com a planta aquatica (Feild et al, 2009). Les falgueres més evolucionades (Davallia canariensis,
Polypodium cambricum i Phlebodium aureum) presenten uns valors elevats, similars als de les
gimnospermes estudiades; aquest fet probablement es troba relacionat en que sén espécies
epifites (veure taula 1) i per tant es troben adaptades a una menor disponibilitat d’aigua (Hietz &
Briones, 1998). La conductancia del mesofil segueix certa tendencia evolutiva: tots els valors son
superiors als descrits per als briofits (Flexas et al, 2012) i tant els equisets com les falgueres,
amb uns valors similars a les espécies estudiades per Gago et al (2013) i Carriqui et al (2014),
presenten uns valors menors que les coniferes descrites (Flexas et al, 2012) i que C. revoluta i
G. biloba. La gm de C. revoluta i G. biloba es correspon amb els valors publicats per a coniferes
(Flexas et al, 2012). Els valors dels nenufars son menors dels habituals en Angiospermes (Flexas
et al, 2012). Els valors més baixos observats en les falgueres respecte als altres grups es deuen
a modificacions en la ultraestructura anatomica de les fulles (Carriqui et al, 2014).

A la figura 8 s’observen diferéncies entre els equisets i falgueres i la resta de grups. Les
correlacions indiquen que els valors majors de fotosintesi son consequéncia de dos factors:
l'augment d’ambdues conductancies (gs i gm) i de la ETR. La correlaci6 amb Vcemax no és
significativa per a les espécies estudiades, si bé tant C. revoluta com G. biloba mostren una major
Vemax que la resta d’espécies, juntament amb una major fotosintesi. A les grafiques de la figura
8 les espécies tendeixen a agrupar-se segons el grup filogenétic al qual pertanyen, indicant que
la historia evolutiva és un factor determinant per a explicar les caracteristiques fotosintetiques.

Els resultats de I'analisi de les limitacions fotosintétiques (figura 12A) mostren una clara
tendéncia evolutiva, excepte per les limitacions bioquimiques, que romanen més o menys
constants a través de les diferents espécies, sense mostrar cap tendéncia. La limitaci6 principal
a les espécies més primitives (equisets, M. quadrifolia i Dicksonia antarctica) és la conductancia
del mesofil, especialment en el cas dels equisets i de D. antarctica, on arriba a suposar més de
la meitat de les limitacions totals (veure taula 6); aquests resultats concorden amb els publicats
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per a falgueres (Carriqui et al, 2014; Gago et al, 2013). Les especies més evolucionades de
falgueres, no obstant, mostren una reduccié en la limitacié per la gm i un augment proporcional
en la limitacié estomatica: a través dels equisets i falgueres, gm és el component limitant en les
espécies més primitives mentre que gs va cobrant una major importancia com a principal factor
fins a les primeres gimnospermes, on arriba a suposar el 0,77 i 0,80 de les limitacions en les
dues espécies. En aquest punt hi ha una tendéncia evolutiva cap a la conductancia estomatica
com a factor limitant més important. Aquest fet és prou significant ja que la tendéncia cap a una
major limitacio per gs no es veu acompanyada per una regulacié més fina del control estomatic,
sent la Unica notable excepcié C. revoluta. En els nendfars, en canvi, al ser els valors de gs
superiors, la fotosintesi es troba més limitada pels altres dos factors, especialment per gm en el
cas de Nymphaea alba. En altres Angiospermes estudiades les limitacions tendeixen més a ser
equitatives (Carriqui et al, 2014); per als nenufars, per contra, les limitacions no estomatiques
son les més importants.

CONCLUSIONS

En primer lloc, aquest estudi aporta noves dades sobre les caracteristiques
fotosintétiqgues en espécies basals, en grups poc estudiats com els equisets, falgueres,
gimnospermes basals i nenufars al llarg de la historia evolutiva de les plantes. S’observa un
augment de la fotosintesi neta al llarg dels grups. En general, els valors de les conductancies
estomatica i del mesofil, aixi com els parametres bioquimics, segueixen certa coherencia,
augmentant els valors en I'escala evolutiva. Pel que fa al control estomatic, no s’observa una
tendencia evolutiva clara i es posa de manifest certa heterogeneitat en les resposta a les plantes
basals, si bé en general responen més a la llum que al CO2, sent aquests dos factors
independents. Els resultats indiquen que el control estomatic possiblement ha evolucionat varies
vegades al llarg de la historia de les plantes. Les limitacions difusives sén les principals per a
totes les espécies. La limitacid6 més important per a les plantes més primitives és 'exercida per
la difusi6 a través del mesofil, mentre que per a les falgueres més evolucionades i les
gimnospermes la difusié a través dels estomes constitueix el major factor limitant. En els
nenufars, no obstant, les limitacions sén més similars entre els diferents factors.
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