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Resumen:

Las plantas tolerantes a la desecacion son capaces de equilibrar su contenido de agua con
la del aire seco y recuperarse. Esta estrategia la siguen liquenes, briofitos, algunas
angiospermas y pteridofitos. Mientras numerosos estudios se han centrado en describir
los mecanismos moleculares que rigen el éxito evolutivo de las plantas tolerantes a la
desecacion, pocos se han centrado en comparar la anatomia y la fisiologia de plantas
sensibles a la sequia (DS) y plantas tolerantes (DT). El objetivo principal de este estudio
fue comparar la fisiologia de pteridofitos sensibles y pteridofitos tolerantes a Ila
desecacion. Los resultados muestran que los helechos tolerantes a la desecacion
analizados tienen un mayor grosor de la hoja y tasas de fotosintesis mas elevadas.
Ademads, sugieren que los helechos DT presentan caracteristicas anatomicas tipicas de
plantas mas expuestas a la luz. Se propone que tales diferencias entre helechos DT y DS
permiten a las tolerantes vivir en ambientes donde el agua es un recurso limitado.

Abstract:

Deseccation tolerant plants are able to equilibrate their water content with that of dry air
and recover. This strategy is present in lichens, bryophytes, some angiosperms and
pteridophytes. While numerous studies have focused on describing the molecular
mechanisms of resurrection plants. Few have focused on comparing the anatomy and
physiology of non drought tolerance (DS) and drought tolerant (DT) plants. The main
objective of this study was to compare the physiology of pteridophytes sensitive and
pteridophytes tolerant to desiccation. The results show that resurrection ferns have a
higher leaf thickness and higher photosynthesis rates. In addition, it is suggested that DT
ferns have typical anatomical characteristics of plants exposed to light. It is proposed that
such differences between DT and DS ferns allow the dessecation tolerants to live in
environments where water is a limited resource.



Introduccion:

El agua dulce es un recurso escaso en numerosas partes del mundo (Ortiz-Ospina et al.,
2016), en la actualidad la gestidn de los recursos naturales es de vital importancia para el
desarrollo, por lo que, para la produccién agricola y el cultivo de cultivares, entender los
mecanismos de eficiencia del agua se presenta como un desafio para permitir altos
rendimientos de biomasa (Sgrensen et al., 2018). La fotosintesis es uno de los procesos clave
para el crecimiento y la productividad de las plantas. En consecuencia, entender los
mecanismos de las plantas para la respuesta a las situaciones de sequia es clave para poder
mejorar el rendimiento de estas con estrés abidtico y mejorar el uso del agua (Fortunati et
al., 2008).

La evolucion ha modulado las plantas vasculares desde su colonizacién terrestre, que
probablemente ocurrié de manera gradual a partir del Ordovicico Medio (Steemans et al.,
2009). Las plantas vasculares se enfrentaron a limitaciones diferentes a las de sus
precursores evolutivos en el agua (Proctor et al, 2002). Entre estas limitaciones, la
disponibilidad de nutrientes y el uso del agua superficial. Dejando un amplio abanico de
estructuras diferentes. La hoja es uno de los érganos mas importantes de la planta y es
fundamental para el funcionamiento de los ecosistemas terrestres (Wright et al., 2004),
siendo los principales ¢érganos donde se lleva a cabo la fotosintesis. La capacidad
fotosintética varia considerablemente entre las diferentes especies (Hikosaka et al., 2009).
No solo es importante su capacidad fotosintética sino la resistencia para soportar el estrés
bidtico y abidtico que puedan experimentar los diferentes érganos de la planta. Por ejemplo,
las hojas estan expuestas a diversos estreses como la desecacidn, el drenaje de la lluvia, el
calor, las heladas, la irradiancia, el viento, los insectos patégenos y microorganismos entre
otros (Onoda et al., 2012). Para combatir el estrés hidrico existen tres mecanismos: escape,
evitacion y tolerancia (Franks et al., 2011). El primero se trata de la finalizacién temprana del
ciclo. El segundo mecanismo, presente en la mayoria de las plantas vasculares, consiste en el
retraso de la desecacién mediante las barreras estructurales como por ejemplo el cierre de
los estomas (Chaves et al., 2009). El tercero, la tolerancia a la desecacidn, es la capacidad
gue poseen algunos organismos para tener el contenido de agua equilibrado con el del aire
seco y recuperarse cuando aumentan los suministros de agua (Fernandez-Marin et al.,
2016). Se puede entender como el mecanismo en el que se basaron las primeras plantas
vasculares para sobrevivir (Watkins et al., 2007). Este ultimo hace referencia a los grupos
de: liquenes, briofitos, algunas angiospermas y pteridofitos (Franks et al., 2011).

Los pteridofitos, son un grupo ancestral de plantas con un gran nimero de representantes,
por lo que proporcionan una informacién valiosa sobre los procesos evolutivos que ayudan a
comprender los mecanismos actuales (Pausas & Sdez et al., 2000). Se han observado
distintas especies de pteridofitos con diferentes caracteristicas fotosintéticas y rangos de
tolerancia a la desecacion (Brodribb & Holbrook, 2003). La mayoria de especies que siguen
esta estrategia de tolerar la desecacién son especies que habitan en afloramientos de rocas
tropicales, afloramientos gnéisicos y granitos aislados (Alcantara et al.,, 2015). Hasta el
momento se han descrito alrededor de 250 especies (Fernandez-Marin & Holzinger, 2016).
En condiciones limitantes las especies de resurreccién responden secando las partes
vegetativas, hasta mostrar una apariencia de muertas. Se conduce a un cierre estomatico y
cese de la actividad fotosintética. Cuando se rehidratan su metabolismo reanuda la
normalidad (Proctor & Tuba, 2002). Las consecuencias fisioldgicas que suceden durante la



desecacion son cambios en la abundancia de las proteinas (Oliver et al., 2011), acumulacidn
de osmoprotectores de bajo peso molecular relacionado con la conservacién de la turgencia
(Farrant et al., 2000), la division de la vacuola central que ofrece estabilidad (Rascio &
LaRocca, 2005; Proctor et al., 2007) y las paredes de la célula se vuelven mas flexibles
(Moore et al., 2009). Estas plantas pueden permanecer en dichas condiciones durante largos
periodos de tiempo, durante los cuales se impide el crecimiento, la reproduccion y las hojas
pueden perder hasta un 95% de su contenido en agua. Al rehidratarse, en 24 horas, pueden
llegar a recuperar la funcionalidad de los tejidos (Bernacchia et al., 1996). Esta capacidad
frente a condiciones adversas les proporciona una ventaja competitiva, lo que les permite
colonizar nichos ecoldgicos (Scott et al., 2000). Las plantas de resurreccion se pueden dividir
en dos tipos (Tuba et al., 1998): homioclorofilicas que conservan la clorofila durante la
desecacion y doblan sus hojas acumulando antocianinas para proteger la clorofila. Por otro
lado, en poikiloclorificas, el aparato fotosintético se atrofia durante la desecacion. Los
cloroplastos pierden la clorofila que vuelven a sintetizar durante la rehidratacién (Farrant et
al., 2000; Oliver et al., 2000).

Los tejidos de la planta se mantienen vivos con un metabolismo muy reducido y las tasas de
respiracion disminuyen significativamente (Tuba et al.,, 1997). En estudios anteriores de
Fernandez-Marin & Holzinger (2016), se sugiere que la fotositensis influye negativamente
cuando no hay suficiente agua para mantener la integridad y las funciones celulares, para la
cadena de transporte de electrones y la limitacién del CO, que se ha generado. Se ha
observado que los helechos presentan tasas fotosintéticas mds bajas (Tosens et al., 2016),
debido a paredes celulares gruesas y la baja conductancia hidraulica (Brodridd et al., 2007).

Investigar las plantas de resurrecciéon es de especial interés debido a que el conocimiento de
la estructura y de los mecanismos que les permiten aumentar la tolerancia a la desecacidn,
podrian ser extrapolados a la mejora de los cultivos en las partes mas aridas del mundoy a la
mejora de la comprension del crecimiento y regulacion de estas plantas (Helseth et al.,
2014). Hasta la fecha, se ha realizado un estudio sobre |la anatomia y fotosintesis de plantas
de resurreccién concretamente en gimnospermas (Alcantara et al., 2015). Debido al
desconocimiento de los parametros anatomicos y fotosintéticos en helechos de
resurreccion, el presente trabajo tiene como objetivo principal comparar la fisiologia entre
helechos sensibles a la desecacion (DS) y helechos tolerantes a la desecacion (DT) a nivel de
estructura foliar y fotosintesis. Entre los objetivos especificos del presente trabajo se
encuentran: i) Establecer la relacidn entre la anatomia foliar y la capacidad de tolerancia a la
desecacion de las especies de pteridofitos estudiadas. ii) Relacionar la anatomia foliar y la
capacidad fotosintética de especies de helechos tolerantes y helechos sensibles a la
desecacion.



Material y métodos:

Disefio experimental: material vegetal y condiciones de cultivo.

Se realizd el estudio con 10 especies de helechos (pteridofitos). Las especies utilizadas
fueron escogidas por abarcar una diferente sensibilidad y tolerancia a la desecacién. El total
de especies vegetales utilizadas, asi como su taxonomia y habitat en el presente trabajo
estdn referenciados en la Tabla 1.
Las cuatro especies con un rango alto de tolerancia a la desecacién que se utilizaron fueron:
Asplenium ceterach L., Astrolepis sinuata (Lag. ex Sw.) D.M. Benham & Windham., Bommeria
hispida (Mett. ex Kuhn), Cheilanthes eatonii Baker. Las seis especies elegidas para analizar la
sensibilidad a la desecacidn fueron: Angiopteris lygodiifolia Rosenst., Davallia canariensis (L)
Sm., Marsilea quadrifolia L., Osmunda regalis L., Phlebodium aureum L. y Polypodium
cambricum L.. La clasificacién de cada especie como tolerante o sensible se realizé siguiendo
el método descrito en Ldopez-Pozo et al (2019). Para comparar los posibles caracteres
fisiolégicos que influyen en la tolerancia a la desecacidén de especies sensibles y especies
tolerantes, asi como relacionar la capacidad fotosintética con su anatomia, se utilizé en el
analisis de 3-6 muestras foliares de los individuos de las diferentes especies.

Tabla 1. Listado de especies en funcidn de su tolerancia a la desecacién. La clasificacién taxonémica se basa en Smith et al
(2012) y los habitats fueron caracterizados por: Flora of North América (2019); Zimbabwe flora (2019) y Flora Ibérica (2019).

Tolerancia a la

Especies desecacién Clase Orden Familia Genero Héabitat

Angiopteris lygodiifolia Rosenst. Sensible Marattiopsida Marattiales Marattiaceae Angiopteris Barrancosy arroyos.

Asplenium ceterach L. Tolerante Polypodiopsida Polypoidales aspleniaceae Asplenium Grietas y muros
de lugares umbrosos.

Astrolepis sinuata (Lag. ex Sw.) Tolerante Polypodiopsida Polypoidales Pteridaceae Astrolepsis Pendientes y salientes

D.M. Benham & Windham rocosos.

Bommeria hispida (Mett. ex Kuhn) Tolerante Polypodiopsida Polypoidales Pteridaceae Bommeria Laderas secas,himedas,
principalmente en
regiones montafiosas y
xéricas.

Cheilanthes eatonii Baker. Tolerante Polypodiopsida Polypoidales Pteridaceae Cheilanthes Pendientes y salientes
FOCOS0S.

Davallia canariensis (L.} Sm. Sensible Polypodiopsida Polypoidales Dryopteridaceae Davallia Zona costera, fisuras de
rocas o sobre drboles

Marsilea quadrifolia L. Sensible Polypodiopsida Salviniales Marsileaceae Marsilea Crece en aguas
tranquilas como
estangues, campos de
arroz y zanjas.

Osmunda regalis L. Sensible Polypodiopsida Osmundales Osmundaceae Osmunda Turberas, en orillas,
zanjas, rocas himedas,
en cuevas humedas y en
bosques himedos.

Phlebodium aureum L. Sensible Polypodiopsida Polypoidales polypodiaceae Phlebodium Epifitas, litofitas,
terrestres en bosgues
himedos y margenes.

Polypodium cambricum L. Sensible Polypodiopsida Cyatheales polypodiaceae Polypodium Repisas, grietas y

muros.




Las plantas se cultivaron en dos localizaciones diferentes. Por un lado, las especies de
pteridofitos: D. canariensis, M. quadrifolia, O. regalis, P. aureum, A. lygodiifolia y P.
cambricum (Fig. 1), se ubicaron al aire libre, en el campo experimental de la Universidad de
las Islas Baleares (UIB, Mallorca, Espafia). Se colocaron en macetas (5-10L) con sustrato
horticola y perlita (3:1), se regéd semanalmente con solucién de Hoagland 50% (Nadal et al.,
2018). En cambio, las especies de pteridofitos: A. ceterach, A. sinuata, B. hispida, Ch. Eatonii
(Fig. 2), se cultivaron en el “Royal Botanic Gardens Edinburgh” (Edinburgo, Escocia, Reino
Unido). En un invernadero que mantenia las condiciones que simulaban su habitat arido; el
sustrato se trataba de una fraccién gruesa de perlita.

Figura 1. Especies muestreadas sensibles a la desecacion: (a) Davallia canariensis; (b) Marsilea quadrifolia; (c) Angiopteris
lygodifolia; (d) Phlebodium aureum; (e) Polypodium cambricum y (f) Osmunda regalis.



Figura 2. Especies muestreadas tolerantes a la desecacion: (a) Asplenium ceterach; (b) Astrolepis sinuata; (c) Bommeria
hispida y (d) Cheilanthes eatonii.

Las muestras de material vegetal se procesaron en el Servicio de microscopia de Ia
Universidad de Murcia (Murcia, Espafia). Se fijaron como se describe en Carriqui et al (2015).
Mediante glutaraldehido al 4% y paraformaldehido al 2% en un tampdn de fosfato de 0,1M
(pH 7,4). Posteriormente, se fijaron en tetréoxido de osmio al 2% durante 2 h, y se
deshidrataron en una bateria de etanol. Las muestras se incluyeron en resina LR-White y se
solidificaron en un horno a 60°C durante 48 h. Se realizaron cortes transversalmente con un
ultramicrotomo (Leica UC6) a 0,8 um. Fueron tenidas con azul de toluidina al 1%. A partir de
las muestras procesadas se observaron en microscopio éptico Olympus BX60. Se tomaron de
tres a seis fotografias, con una camara digital (U-TVO.5XC; Olympus) a 200 aumentos.

Medidas morfométricas de la anatomia foliar:

Para realizar el analisis morfométrico de la anatomia foliar, las fotos fueron analizadas con el
programa de procesamiento de imagenes digitales “Image J”, desarrollado por Wayne
Rasband en el National Institutes of Health (NIH, Bethesda, MD, USA). Todos los pardmetros
fueron medidos en longitud (um) o area (um?).
En cada fotografia se han realizado 10 repeticiones de medidas longitudinales en diferentes
zonas de la hoja para establecer una correlacién significativa de los valores medidos
obtenidos para cada uno de los pardmetros. Estas medidas se tomaron de las 3-6 fotografias
disponibles (dependiendo de las muestras recogidas) de las 10 especies nombradas
anteriormente.

Para las medidas morfométricas los valores se han analizado realizando un promedio por
hoja. Los pardmetros de la hoja de las 10 diferentes especies se representan en la Figura 3.
Grueso de la hoja (GH): que se define como el espacio comprendido entre las dos epidermis
(la externa y la interna); epidermis superior (ES): estructura superior mas externa de la hoja
qgue rodea el mesofilo; epidermis inferior (El): estructura inferior externa que rodea el
mesofilo; mesdfilo en empalizada (EP): parte del meséfilo de la hoja, compuesto por tejido



parenquimatico, que se caracteriza estructuralmente células ricas en cloroplastos alargadas
situadas de forma perpendicular; meséfilo esponjoso (ME): parte del meséfilo de la hoja con
tejido parenquimatico de forma laxa, la mayoria de las células son isodiamétricas; area de las
celulas del meséfilo esponjoso (ACE): se realizaron mediciones del contorno de 10 células
representativas del meséfilo esponjoso y se obtuvo un drea (um?). Con respecto al drea de
las células del mesdfilo en empalizada (AMP): se realizaron mediciones del contorno de las
células del mesofilo en empalizada de 10 células diferentes para obtener un area
representativa de cada especie. El area del espacio ocupado por células: se trata de la
fraccion total de la muestra. Fraccion del mesdfilo ocupado por aire intercelular (EIA): se
realizé el sumatorio del drea de todos los espacios con aire intercelular encontrados en cada
muestra. El porcentaje de aire intercelular interno se realiz6 mediante las medidas del total
del area de la hoja y del contenido de aire intercelular. Por ultimo, se midié el grosor del
conjunto formado por la cuticula y la pared celular externa de las dos epidermis (inferior y
superior). Solamente en la especie P. aureum no se pudo distinguir el mesédfilo en
empalizada, considerandose todo como esponjoso.

Figura 3. Esquema representativo de los pardmetros analizados. La imagen de microscopia dptica (x200) corresponde a una
seccion de la hoja (Marsilea quadrifolia L.). Abreviaciones: grueso de la hoja (GH), epidermis superior (ES), epidermis
inferior (El), mesdfilo palizado (MP), mesdfilo esponjoso (ME), area de las celulas del meséfilo palizado (ACP), drea de las
celulas del meséfilo esponjoso (ACE), pared celular y cuticula superior (PCS), pared celular inferior (PCl) y fraccion del
mesdfilo ocupado por aire intercelular (EIA).

Medidas de los pardmetros funcionales:

Para analizar la asimilacion neta (An, pmol CO; m? s) y la conductancia estomatica (gs, mol
CO; m? s1), se utilizd un sistema de intercambio de gases IRGA (de las siglas en inglés
Infrared Gas Analyzer) abierto con cdmara de fluorescencia incorporada (Li-6400; Li-Cor Inc.,
Lincoln, USA). Se registraron medidas de asimilacion neta (An), conductancia estomatica al
CO; (gs) y tasa de transporte de electrones (Jay, pmol e m2 s?) a luz saturante (1500 pmol

fotones m2 s!) después de 20-30 minutos a una concentracion de CO2 de 400 pmol mol*

aire y un flujo de 300 pumol aire s7!. La temperatura de bloque se mantuvo a 25 °C y la
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humedad entre 40-60% para evitar un exceso de déficit de presion de vapor durante la
medida (Perez-harguindenguy et al., 2016). Por ultimo para las medidas de LMA (masa foliar
por drea, g m2), se estimé el drea total de una hoja. La medida se realizd con el programa
“Image J”. Posteriormente, se introdujo la hoja en una estufa a 70°C, durante 2-3 dias. Por
ultimo, se realizé la relacion entre el drea y el peso seco de la hoja (g m™).

Analisis estadistico:

El presente estudio contempla como variables dependientes o respuesta los pardmetros
anatdmicos siguientes: el grosor de la hoja, la epidermis superior, la epidermis inferior, el
mesofilo en empalizada, el meséfilo esponjoso, el area de las células del meséfilo esponjoso,
el drea de las células del mesdfilo en empalizada, el aire del espacio intercelular, el conjunto
de la cuticula y la epidermis superior y el conjunto de la cuticula y la epidermis inferior. Las
variables dependientes de los parametros fotosintéticos analizados fueron: LMA, Ay, gs, Jiw.
Como variable independiente o predictiva utilizada con el fin de observar efectos sobre las
variables respuesta, fue la tolerancia a la desecacion (variable categérica), con dos niveles:
sensible a la desecacidn y tolerantes a la desecacién. La unidad experimental fueron las
diferentes especies de helecho. De cada especie se utilizaron de 3 a 6 hojas para las medidas
anatomicas y funcionales (n=3-6). Con el fin de evitar errores en el analisis estadistico
debidos a la pseudoreplicacion se realizé una media de los 10 valores anatémicos tomados
por hoja.

Todos los andlisis de datos fueron realizados mediante el software estadistico libre R (R
Development Core Team, 2016). Se utilizaron plots residuales con el fin de determinar la
asuncién paramétrica de la normalidad y la homocedasticidad de los datos. Muchos de los
pardmetros anatémicos presentaban una alta correlaciéon por lo que no han sido incluidos
todos en el contraste (Tabla 3). Para determinar el efecto de la tolerancia a la desecacidn en
los diferentes parametros se realizaron ANOVAs de una cola. Aquellos parametros que
mostraron diferencias significativas se realizaron pruebas post hoc de Tukey, tomando como
referencia comparativa las especies y no la tolerancia a la desecacién. De esta forma se
determinaron las diferencias significativas que habia entre las especies.

Resultados:

En la Tabla 2, se destaca las diferencias significativas encontradas, entre los diferentes
valores anatémicos. Los pardmetros que presentaron mas similaridad se tratan de el
conjunto de epidermis y cuticula inferior y el conjunto de epidermis y cuticula superior. La
especie que tuvo mayor GH medio fue A. ceterach y coincidié con los valores mas altos de
epidermis superior, celulas del mesdfilo esponjoso y el mesdfilo esponjoso. La especie que
resultd tener los valores mas bajos ha sido M. quadrifolia con valores minimos en el grosor
de la hoja y a su vez en la epidermis superior e inferior, meséfilo esponjoso y el area de las
células del mesofilo esponjoso.

Tabla 2. Caracteristicas morfométricas para cada helecho, valores promedio + SE. Se muestra grosor de la hoja, epidermis
superior, epidermis inferior, area de células mesoéfilo esponjoso, mesofilo esponjoso, area de células mesdfilo en
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empalizada, fraccion del mesofilo ocupado por aire intercelular (EIA), pared celular y cuticula superior (PCS) y pared celular
inferior (PCl).

Especies Grosor hoja  Epidermis Epidermis Areade células Meséfilo Area de células Meséfilo EIA PCS PCl

superior inferior meséfilo esponjoso mesdfilo en en

esponjoso empalizada empalizada

Agiopteris
lygodiifolia  202.2+6.5"¢ 19.640.7°“ 16.7+0.4°™ 515.6464.2°" 113.044.3%* 782.4479.0 58.1#4.2°¢ 21.9+0.9 6.04£0.3** 3.840.3*
Asplenium 358.2+7.2° 33.8+0.7" 17.741.1*® 578.2+38.7° 191.147.22  1606.4+80.5 113.2+3.62 19.640.6 5.2+0.2* 5.410.32
ceterach
Astrolepis  247.8+8.1°  26.6+0.8"° 15.1+0.5°"° 301.2+23.6°“ 109.945.7°% 542.7432.7 98.4+4.6°° 20.840.3 3.940.2* 2.940.1%*
sinuata
Bommeria  298.6+7.0%° 25.1#1.0°° 20.431.2° 424.9+40.3 170.945.62  774.0+45.0 75.9+3.7° 22.740.6 6.6+0.22 3.3:0.1%
hispida

Cheilanthes 213.61+6.0* 22.0£0.9" 16.3:0.6°> 312.46+35.3°>¢ 119.2+4.6"° 520.05+29.0 72.3£3.7°  27.330.1 4.510.2* 2.840.2*°
eatonii

Davailia 100.4£2.4%  10.6£0.3% 10.2£0.2" 95.9%+14.1° 40.3+1.3 98.317.4 35.9+1.3% 15.9:0.4 3.0:0.1% 3.3£0.2°
canariensis

Marsilea 57.5+2.7% 7.310.4° 6.7+0.4° 75.8+59.9¢ 24.7+1.2¢ 1113.44300.5 18.2+0.9¢ 8.0+0.4 1.410.1° 1.50.1°
quadrifolia

Osmunda 232.944.4° 18.940.6"¢ 18.6:0.7°® 452.6141.6"* 146.945.0°® 416:28.8 57.9+2.9% 24.530.6 3.7:0.1*" 3.1£0.1%*
regalis

Phlebodium 138.247.7°¢ 17.040.9 19.1+1.0°® 243.9+25.3¢ 89.246.1 183.1+22.3 16.7+1.3¢ 25.543.9 4.440.3® 5.3+0.42
aureum

Polypodium 108.5+1.2% 12.620.3% 10.5+0.4°> 127.4+10.8° 58.9+3.2« 154.8+11.7 40.5£1.1% 19.0#0.4 5.320.7*® 4.0£0.5"
cambricum

Las letras en superindice indican una diferencia significativa (P-valor <0.05) entre diferentes especies segun la prueba de comparacion
multiple de Tukey para cada caracteristica.

También se obtuvieron diferentes valores significativos en la anatomia foliar y pardmetros
fotosintéticos de los dos grupos de helechos analizados. Tras realizar una correlacién entre
todas las variables anatdmicas y fisioldgicas, las diferencias estructurales de las diez especies
de helechos estan representadas en la Tabla 3. Entre todas las correlaciones, destacan el
grueso de la hoja con la epidermis superior (r=0.97), con el meséfilo esponjoso (r=0.97), con
el meséfilo en empalizada (r=0.9) y con el area de las células del meséfilo esponjoso (r=0.89).

Tabla 3. Matriz de correlacion de Pearson de los parametros anatémicos vy fisioldgicos medidos para las 10 especies de
helechos. Los valores en cursiva y en negrita indican coeficientes de correlacion significativos (P <0.05). Abreviaturas:
grueso de la hoja (GH), epidermis superior (ES), epidermis inferior (El), mesdfilo palizado (MP), meséfilo esponjoso (ME),
area de las celulas del meséfilo en empalizada (ACP), area de las células del meséfilo esponjoso (ACE), pared celular y
cuticula superior (PCS), pared celular inferior (PCl), fraccién del mesoéfilo ocupado por aire intercelular (EIA), Contenido
relativo de agua (RWC), recuperacién en la eficiencia fotoquimica de la hoja (FvFm), masa por area foliar (LMA), asimilacion
neta (An) y conductancia estomatica (gs).
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GH  AMP PCI PCS ElA ES El ME  MP ACE RWC  Fefm LMA  A. s

GH
AP | 053

RO 03T 0.03

PCE | 61 D06 0.56

LA | 351 -0.3 0.45  10.63

Esx | 97 051 .45 0.5% 052

El| 076 0.08 0.52 2.68 0.EB4 073

ME | 0.9F7 047 0.42 2.66  O.G 2.91 0.E5

MP | 0.8 D52 0.19 Q.46 032 092 047 AT

ACE | 0.B? .53 0.4 .63 0.53 0.8 078 092 0.72
AWC | 0.58 027 .16 0.32 a.42 072 041 Q46 65 D36
FyFm | 041 017 0.44 0.27 .14 055 Ol 0.2% 055 004 05T

LA | 074 D28 0.33 0.33 0.53 086 054 065 0Bl 048 09 0.7l

Aq | 024 D22 -0.48 <048 003 023 005 Q18 025 <011 D46 0.33 042

g | 0.2 D14 062 -0.62 0.1 0.1 011 022 D18 - 0.1% - 0.22  D.B6

Caracterizacidn de la anatomia foliar de helechos con diferente tolerancia a la desecacién:

Se observa que en los pardmetros anatdmicos mas importantes también existen diferencias
significativas entre las especies tolerantes y las sensibles a la sequia. Las DT como Asplenium
ceterach, Bommeria hispida, Astrolepis sinuata y Cheliantes eatonii tienen un grueso de la hoja
medio de 358.2, 298.63, 247.82 y 213.56 um respectivamente. Si ordenamos las especies de
helechos DS que tienen mayor grueso de la hoja serian las siguientes: Osmunda regalis,
Agiopteris lygodifolia, Phebodium aureum, polypodium cambricum, Davallia canariensis y
Marsilea quadrifolia con un grueso de la hoja medio de: 232.98, 213.56, 202.12, 138.17,
108.49, 100.41 y 57.45 um respectivamente (Tabla 2).

Los parametros anatdmicos en los que se observaron diferencias significativas entre las
especies de helechos tolerantes y las sensibles a la desecacion fueron los siguientes: grueso
de la hoja (P-valor=0.010), epidermis superior (P-valor=0.004), mesdfilo esponjoso (P-
valor=0.040) y por ultimo mesdéfilo en empalizada (P-valor=0.002). Las otras variables
analizadas resultaron no significativas (P-valor>0.05). Estas diferencias significativas estan
representadas en la gréfica (Fig. 4).
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Figura 4. Grosor de la hoja (a), epidermis superior (b), mesofilo esponjoso (c), meséfilo en empalizada (d) por diferente
tolerancia a la desecacidn (S: sensibles a la desecacion; T: tolerante a la desecacion). Los diagramas de cajas relacionan los
parametros con la tolerancia a la desecacion la linea representa la mediana para cada grupo de helechos. Se representan las
diferencias significativas obtenidas en el test estadistico ANOVA (P-valor<0.05) Sensibles a la desecacién (n=6) y tolerantes
a la desecacion (n=4).

Tras el andlisis de los parametros que mas se correlacionaban (Tabla 3), se ha procedido a
evaluar el efecto de la tolerancia a la desecacién en la relacién de GH sobre ES, ME, MP y
ACE. Las diferentes lineas de tendencia muestran como el grosor de la hoja aumenta con el
incremento de ES, ME y MP. Sin embargo, con el incremento de ACE no se ha observado un
aumento de GH. En el caso de ME (b), se observa una tendencia con pendiente paralela al
GH pero con mayor efecto que en el caso de ACE (d) (Fig. 5).
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Figura 5. Relacion entre del grosor de la hoja de los helechos con diferente tolerancia a la desecacion (DT) y la epidermis
superior (a), el mesoéfilo esponjoso (b), el meséfilo en empalizada (c) y el area de las células del meséfilo (d). Los valores
representan el promedio de las plantas sensibles (S) y tolerantes (T), junto con su error estandar (). El area sombreada

representa el intervalo de confianza del 95%.

Comparacioén de la capacidad fotosintética de helechos con diferente tolerancia a la
desecacion:

Las especies que tuvieron unos valores elevados de fotosintesis han sido las especies
tolerantes a la desecacion: Bommeria hispida, Cheilanthes eatonii y Astrolepis sinuata que han
obtenido unos valores de asimilacion neta: 12.97, 11.49 y 10.16 pmol CO; m? st
respectivamente. Asplenium ceterach ha sido de las DT que ha obtenido menor valor de
asimilacion neta 6.85 pmol CO; m2 st. En cambio, el helecho DS que ha obtenido un mayor
valor de asimilacion neta ha sido Marsilea quadrifolia, con un valor de asimilacién neta de 9.98
umol CO, m2 s, El resto de las especies se sitan en un rango de asimilacion neta entre: 6.85-
1.81 umol CO, m? s, La media de los valores de asimilacion neta en el conjunto de especies
tolerantes a la desecacién ha sido de 10.36 umol CO; m2 sy en contraposicién la media de
los valores de asimilacidon neta en el conjunto de especies sensibles a la desecacion ha sido de
5.62 umol CO; m?2 s,

La variable Jay de las DS ha obtenido una media de 61.08 pmol e m? s1. Maximos de 93.3
umol e m?2 sy minimos de 26.7 umol e m2 s'. En cambio, las DT tienen una media de
183.7 pmol e m2 s1. Maximos de 265.3 umol e m? s*y minimos de 3.4 umol e m2 s, La
conductancia estomatica no ha resultado significativa entre DS y DT (P-valor=0.148). Aunque
cabe destacar, las especies DS se obtuvo una media de 0.053 mol CO; m? s't. Mdximos de
0.089 mol CO> m? sty minimos de 0.013 mol CO> m2 s, Las especies DT se obtuvo una
media de 0.080 mol CO; m? s1. Mdximos de 0.115 mol CO2 m2 s* y minimos de 0.040 mol
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CO,m?2st,

Entre los resultados del ANOVA de un factor se observé un efecto de la tolerancia a la
desecacion sobre dichos pardmetros (P-valor< 0.05). El efecto significante se observo en la
asimilacion neta (P-valor=0.023), asi como el contenido relativo de agua (RWC) (P-

valor=0.002), en el FvFm (P-valor=0.040), en el LMA (P-valor= 0.0008) y por ultimo en el Jay,
(P-valor=0.013) (Fig. 6).

(a) (b)
12 120 -
w
£ | oT L DT
8 B- L'— § ‘3 80~ 't 4 —'—I s
2 Hr o o= '
= -
=  — :
< 4‘
4- 40-
s T s T
DT DT
(c)
. 200-
o DT
= Es
El =1
< 100 +
[
$ T
DT

Figura 6. Diagrama de cajas que relacionan la tasa de asimilacion neta (Ay; a), unidad de masa por area (LMA; b), tasa de
transporte de electrones (Jqy; c) por la diferente tolerancia a la desecacién (DT): Sensibles (S) y tolerantes (T). Se

representan las diferencias significativas obtenidas en el test estadistico ANOVA (P-valor<0.05) Sensibles a la desecacion
(n=6) y tolerantes a la desecacidn (n=4).
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Discusion:

En el presente trabajo se muestran resultados sobre anatomia foliar y fotosintesis de diez
especies de helechos. Seis helechos son sensibles a la desecacién. Cuatro de ellos son
helechos de resurreccién. Cabe destacar que, respecto a las plantas tolerantes a la
desecacion, existen estudios sobre su funcionamiento a nivel molecular. En este trabajo se
presenta un nuevo punto de vista sobre los mecanismos fisiolégicos para combatir las
condiciones ambientales extremas. Se aportan datos nuevos de las diferencias fisioldgicas
entre plantas tolerantes y sensibles a la desecacion; ademas, es el primer estudio -al
entender del autor- donde se muestran valores de fotosintesis y anatomia en helechos
tolerantes a la desecacion.

Entre las caracteristicas anatémicas de la hoja para la captacion de luz uno de los factores
importantes es la diferenciacion del meséfilo en capas (mesoéfilo esponjoso y mesdfilo en
empalizada). Las células del mesdfilo en empalizada se disponen en paralelo para captar la
luz directamente (Vogelmann & Martin, 1993). Por otro lado, las células del mesdfilo
esponjoso son menos regulares (Evans et al., 2004). Esto permite que capte mas luz por
unidad de clorofila (Delucia et al., 1996). Las hojas con mayor grosor, como las DT, tienen
mas capas de mesofilo y por consiguiente la capacidad de captar mas luz por area de la hoja
(Evans & Poorter, 2001). Consecuentemente poseen un mayor contenido de Rubisco y N en
la hoja por unidad de area (Roderick et al., 1999). Se plantea que el mayor grosor foliar de
las DT, es a su vez resultado del mayor grosor de los siguientes componentes: el grueso de la
hoja, la epidermis superior, el meséfilo esponjoso, el mesdéfilo en empalizada. El incremento
de todos estos componentes repercute en un mayor LMA. En el trabajo la media de los
valores de grosor de la hoja de las DT ha sido de 279.54 um con maximos en 358.2 um y
minimos de 213.56 um en cambio la media de los valores de grosor DS ha sido de 139.93 um
con maximos de 232.98um y minimos de 57.45 um. Contrastando con estudios realizados en
35 especies diferentes de helechos y especies filogenéticamente préoximas (Tosen et al.,
2016) el grueso de la hoja medio es de 177 um, teniendo como valores maximos 386 pmy
minimos de 60.4 um. Es decir, el grosor es el resultado del aumento de los componentes de
la hoja nombrados y se observa en los valores mayores obtenidos en helechos DT.

Los valores obtenidos de Ay para las plantas tolerantes fueron 10.36 umol CO2 m? st con
unos valores maximos de 12.97 umol CO> m2s? y minimos de 6.85 pmol CO> m? s, En el
caso de las plantas sensibles se observaron valores reducidos en relaciéon a las DT con una
media de 5.31 pmol CO> m? s y valores maximos de 9.98 umol CO; m? s' y minimos de
1.81umol CO; m? s, Los datos observados para DT fueron contrastados con estudios de
Tosen et al (2016), en el que la media de la fotosintesis en pteriddfitos filogenéticamente
proximos fue de 5.8 CO2 m™ s2. Con valores maximos de 13.7 pmol CO; m™ s2y minimos de
1.4 umol de CO; m? s2. En habitats caracterizados por suelos rocosos y alta exposicidn al sol,
las especies muestran rasgos relacionados con evitar el sobrecalentamiento y la captacion
eficiente de nutrientes. El principal rasgo fisioldgico asociados con la tolerancia a la
desecacion es la interrupcién de la asimilacion de carbono. En consecuencia, la
compensacion de la absorcidn neta pronostica una mayor tasa de asimilacién en especies DT
(Alcantara et al., 2015). La media de los valores de LMA para las plantas las DS fue de 52.8 g
m2 con valores maximos de 81.5g m2y minimos de 17.7 g m2. La media de LMA de DT fue
de 501.3 g m? con valores maximos de 141.9 g m2y minimos de 85.9 g m™. Por la tanto los
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valores evidencian que en especies con menor disponibilidad de agua generalmente se
obtiene un mayor LMA (Enrique et al., 2016). Si se contrasta con los valores de LMA (Tosens
et al., 2012) obtuvieron una media de 55.5 g m?2, maximos de 101.6 g m? y valores minimos
de 21 g m™. En estudios comparativos de anatomia de la hoja anteriores, se mostré que los
helechos tienen un mayor grosor de la pared celular respecto a las angiospermas (Carriqui et
al., 2015; Tosens et al., 2016), que contrastando ademads tienen una composicion quimica de
las paredes diferentes (Popper & Fry, 2004).

En el andlisis elaborado, se podria recalcar que las diferencias existente entre la anatomia de
las hojas de los dos grupos analizados se atribuye a las diferencias a el habitat de
procedencia. Los helechos se encuentran en la gran mayoria de regiones climaticas de la
Tierra, aunque la gran parte de las especies habitan las zonas intertropicales. El habitat
caracteristico de estas plantas son zonas humedas, como el caso de la planta flotante de
Marsilea quadrifolia. Por otro lado, también habitan medios secos, como es el caso de los
helechos de resurreccién capaces de soportar una elevada sequia atmosférica y como ya se
comentd anteriormente, tras sufrir una desecacidn casi completa revivir cuando los niveles
de agua disponible se recuperan, como el caso de Bommeria hispida (Gonzalez et al., 2004).
La disponibilidad de la luz generalmente tiene un mayor efecto que las limitaciones del agua,
y las caracteristicas estructurales de las hojas se vean afectadas (Tosen et al., 2012). Por lo
tanto, las DS son plantas de sombra donde el clima se caracteriza por densos doseles y una
elevada humedad y en consecuencia como se muestra en los resultados provoca que se
produzca menos materia seca y las hojas sean grandes y finas. En cambio, las DT son plantas
de luz, habitan areas donde la disponibilidad de luz es elevada los resultados han mostrado
un mayor grosor foliar en las hojas como se demostré en estudios previos de Grime et al
(1982).

En resumen, los resultados mostraron que las plantas tolerantes a la desecacidn tienen una
mayor tasa fotosintética en comparacién con las plantas que habitan zonas de sombra con
abundante humedad, lo que les resulta ventajoso. Debido al habitat y las adaptaciones a la
exposicién de alta irradiancia de las plantas de resurreccidn, estas tienen una mejor
respuesta a las condiciones extremas (Creese et al., 2014).

Por otro lado, los resultados muestran que las plantas tolerantes a la desecacion tienen una
estructura de la hoja mas gruesa, debido a que el conjunto de todas las estructuras como el
mesofilo esponjoso en empalizada, la epidermis superior y las células del mesoéfilo esponjoso
son mayores, y eso posiblemente les permita mayor espacio para el aparato fotosintético y
por ende realizar una mayor fotosintesis.

Profundizando en estudios sobre la limitacién en la disponibilidad de luz, se ha demostrado
que esta limitacién resulta en una reduccién de la conductancia del mesdfilo (gm) (Hanba,
Kogami & Terashima, 2002; Niinemets et al., 2006; lvanova et al., 2008), que se refleja en un
menor grosor de la hoja y en consecuencia en una menor superficie de mesoéfilo expuesto
por area de hoja. (Terashima et al., 2006).
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Conclusidén:

Numerosos estudios se han centrado en el andlisis de las especies de resurreccién (Scott et
al., 2000; Farrant et al., 2000; Helseth et al., 2005; Gaff & Oliver, 2013), respecto a la
tolerancia a la desecacidn se entienden los mecanismos que actuan a nivel molecular (Oliver
et al., 2011; Gaff & Oliver, 2012; Fernandez-Marin et al., 2016), pero la combinacién de la
anatomia con la capacidad fotosintética de las plantas de resurreccién se ha estudiado en
gimnospermas (Alcantara et al., 2015). En otros grupos sigue siendo un reto para la fisiologia
vegetal. En este trabajo se contemplan un nuevo punto de vista con unos resultados que
sugieren que las plantas de resurreccién, en este caso los helechos, grupo arcaico con un
gran éxito evolutivo, tienen un grosor de la hoja mayor y una mayor capacidad fotosintética.
Esto les permite por tanto habitar zonas daridas en las que la irradiancia del sol toma unos
valores muy elevados y ser capaces de detener su actividad completamente y reanudar la
fotosintesis con normalidad una vez ha pasado el periodo critico. También alcanzan unos
valores de fotosintesis elevados en comparacién con los helechos que habitan zonas
himedas y sombrias. Por lo tanto, el conocimiento de estas especies va a permitir
implicaciones a nivel ecolégico de la estrategia de resurreccion.
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