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RESUMEN

El déficit hidrico ambiental es una de las situaciones de estrés mas comunes y
perjudiciales para la gran mayoria de las plantas. Esto debido a efecto directo que tiene
sobre su integridad celular y funcional. Ademés, gran parte del tiempo actla en compafia
de la luz solar, la cua funciona como un factor adicional de estrés. De los distintos
procesos fisiol 0gicos aterados, la disminucion en las tasas de asimilacion de CO; es uno de
los que puede comprometer mas directamente su sobrevivencia. Esto a raiz de que puede
inducir €l traspaso de electrones al oxigeno molecular (O5) y, consecuentemente, a cascadas
oxidativas descontroladas que afectan severamente a varios componentes celulares. Por
esto la gran mayoria de las plantas solo pueden tolerar condiciones de déficit hidrico leve a
moderado. Sin embargo, existe un grupo minoritario de especies que son capaces de tolerar
déficit hidrico extremo. Este es conocido como desecacion. Las plantas capaces de
sobrevivir exitosamente a tal nivel de pérdida de agua son denominadas “plantas de
resurreccion”. Ellas pueden recuperar completamente su integridad celular y funcional tras
su rehidratacion, 1o cual deben a eficientes estrategias de proteccion y/o reparacion celular.
Dentro de éstas se encuentran mecanismos de proteccion antioxidante altamente eficientes.
Varios trabgjos han documentado la capacidad antioxidante de plantas de resurreccion
pertenecientes a los clados menos complejos. Sin embargo, se ha excluido de tales estudios
alafamilia Hymenophyllaceae Link. Experimentos realizados con especies de preferencias
de microhabitats distintas demostraron que existen diferencias entre ellas en los niveles de
tolerancia a la desecacion y en sus requerimientos luminicos. Hasta la fecha aln no existe
ningun otro estudio que indague en los mecanismos o procesos fisioldgicos que subyacen

tales diferencias. Considerando que la sobregeneracion de EROs es una de las principales



consecuencias del déficit hidrico en presencia de luz, € presente trabgo de tesis estuvo
enfocado en evaluar la implicancia de la proteccion antioxidante en la tolerancia a la
desecacion de dos Hymenophyllaceae que difieren en sus preferencias de microhabitat en
un bosgue templado-lluvioso del sur de Chile, asi como también, si dicha tolerancia se ve

afectada por laintensidad luminicaincidente. Se postularon las siguientes hipotesis:

1. Las diferencias en preferencias de microhabitat entre dos de las especies de
helechos pelicula presentes en Chile se deben a que la especie de habito mas
restringido posee menor capacidad de proteccion antioxidante que aquella mas
ampliamente distribuida, 1o cual compromete su tolerancia a la desecacién sobre

todo bajo condiciones luminicas que superan sus optimos fotosintéticos.

2. El déficit hidrico extremo tiene un efecto negativo en la proteccion antioxidante
de la especie de habito mas restringido al disminuir con la desecacion, y mas ain
con la rehidratacion, la capacidad contenida en sus frondes para remover las

EROs sobreproducidas durante dichas etapas.

3.  El pardeamiento intenso exhibido por las frondes de la especie de habito mas
restringido tras su rehidratacion en experimentos anteriores, se debe a que, junto
con contenidos mas bajos de antioxidantes liposolubles que otorguen mayor
proteccion a las membranas celulares frente al estrés oxidativo, posee también
mayores concentraciones constitutivas y/o inducidas de compuestos fendlicos

potencial mente oxidables durante el reingreso del agua alos tejidos.



Los experimentos de hidratacion, desecacion y rehidratacion en condiciones
luminicas baja (5 umol foton m?s?), intermedia (30 pmol foton m?s?) y ata (+150
umol foton m?sY), arrojaron como resultado que H. cruentum (de hébito més restringido)
posee, efectivamente, menos capacidad de proteccion antioxidante (alrededor de un 20%
inferior) que H. dentatum (de habito mas amplio). Ademéas también se constaté que tal
deficiencia compromete su tolerancia a la desecacion bago condiciones luminicas que
superan sus Optimos fotosintéticos. Por otro lado, los andlisis de CAOX demostraron que €
déficit hidrico tiene solo efectos leves en H. cruentum. Las disminuciones en é detectadas
rara vez excedieron €l 5% de decaimiento en la inhibicion de la absorbancia del DPPH
obtenida en frondes hidratadas. A su vez, las concentraciones de los antioxidantes no
enziméticos obtenidas tras los distintos tratamientos (acidos fendlicos, flavonoides,
tocoferoles y PC-8), corroboran en gran medida lo recién mencionado. Estas ademés
indican que el sistema de proteccion antioxidante de las Hymenophyllaceae es méas bien de
tipo constitutivo que inducido por la desecacion/rehidratacion de sus frondes. Finalmente,
los niveles de pardeamiento exhibidos con anterioridad por H. cruentum, ciertamente se
deberian ala oxidacion de polifenoles, siendo €l écido clorogénico el principal sustrato. No
obstante, tal reaccion seria provocada por € estrés mecanico gercido durante la
mani pulacion permanente de sus frondes parala determinacion de parametros fisiol 6gicos y

no por su utilizacién masiva como antioxidantes durante la rehidratacion de las mismas.



ABSTRACT

Environmental water deficit is one of the most common and harmful situations for
land plants. This is due to its direct effects on cellular and functional integrity.
Additionally, most of the time water deficit acts in association with sunlight, an additional
stress factor. Among the different physiological processes that are atered, the decrease of
CO, assimilation rates is one that may compromise a plant’s survival directly. This is
because it may induce electron transfer to molecular oxygen (O,), and consequently, give
rise to uncontrolled oxidative cascades that have severe effects on diverse cellular
components. Thisis one of the reasons why most plants can only tolerate mild to moderate
water deficit. Nonetheless, there is a small group that is able to tolerate extreme water
deficit. This water stress level is known as desiccation. Plants that are able to survive such
stressful conditions are known as “resurrection plants”. These plants can recover complete
cellular and functional integrity after rehydration, due to highly efficient and sophisticated
strategies of protection and/or cellular repair. Among these are antioxidant mechanisms.
Severa studies have documented the antioxidant capacity of resurrection plants belonging
to less complex plant clades. However, they have excluded Hymenophyllaceae.
Experiments with species that differ in their habitat preferences demonstrate that although
they are all desiccation and shade tolerant, they differ in their levels of desiccation
tolerance and light requirements. To date, there are no other studies that investigate the
mechanisms or physiological processes that underlie such differences. Considering that
ROS overproduction is one of the main consequences of water deficit under light, it was the
focus of this thesis to assess the implications of antioxidant protection on the desiccation

tolerance of two Hymenophyllaceae that differ in their microhabitat preferences in a



temperate rainforest of southern Chile, and aso if such tolerance is affected by light

intensity. The hypotheses proposed were:

1.  Differencesin microhabitat preferences between two filmy ferns present in Chile
are due to less antioxidant protection capacity in the species with more restricted
distribution, which compromises its desiccation tolerance under light intensities

that exceed its photosynthetic optimum.

2.  The extreme water deficit has a negative impact on the antioxidant protection of
the species with more restricted distribution, since it decreases its ability to

remove ROS during desiccation and, even further under rehydration.

3.  Theintense browning exhibited by the fronds of the species with more restricted
habitat during its rehydration in previous experiments, is due to, along with lower
concentrationsof some lipophilic antioxidants that protect cells membranes
under oxidative stress, it also have higher concentrations of constitutive and/or
inducible leaf phenolic compounds that could potentially be oxidized during the

recovery of leaf water status.

Hydration, desiccation and rehydration experiments under low (£5 pmol photons m*
%s1), intermediate (+30 pmol photons m?s™) and high (+150 pmol photons m?s™) light
intensities showed that H. cruentum (more restricted habitat fern) has less antioxidant

protection capacity (about 20% lower) than H. dentatum (more widely distributed fern). It



was aso found that such a deficiency compromises its desiccation tolerance under light
conditions that exceed its photosynthetic optimum. On the other hand, CAOX analyses
demonstrate that water deficit only has mild effects on H. cruentum. Decreases in DPPH"
absorbance inhibition were rarely lower than 5% of the values obtained in hydrated fronds.
Additionally, non-enzymatic antioxidants concentrations after the different treatments
(phenolic acids, flavonoids, tocopherols and PC-8), largely corroborate the previousy
mentioned results. These results further indicate that Hymenophyllaceae antioxidant system
is congtitutive rather than induced by fronds desiccation/rehydration events. Finaly, the
previous browning levels exhibited by H. cruentum could be due to polyphenols oxidation,
being chlorogenic acid the man substrate. However, such a reaction might be the
consequence of the mechanical stress resulting of the recurrent fronds manipulation to
obtain some physiological parameters values during the experiments rather than by its

massive utilization as antioxidants during rehydration.



I.INTRODUCCION

Las plantas terrestres estdn constantemente expuestas a variaciones en las
condiciones ambientales, |as cuales en ciertas ocasiones se agjan de los rangos fisiol 6gicos
optimos de algunas especies y con ello generan complegjas situaciones de estrés (Levitt,
1980; Hsiao, 1973). Entre éstas, una de las méas comunes y perjudiciales es la disminucion
en la disponibilidad hidrica a nivel del suelo y/o de la atmésfera. En e primero, la escasez
de agua provoca una limitacién del suministro hidrico a las raices; mientras que en €l
segundo, ocasiona una continua pérdida de agua por transpiracion y/o evaporacion a través
de las hojas (Jaledl et al., 2009). Ambas situaciones afectan directamente las relaciones
hidricas de la planta al reducir € potencia hidrico y turgor de los tgjidos. Esto trae consigo
la disminucion de la elongacion celular, la reduccion del crecimiento vegeta y
consecuencias negativas en la fotosintesis, respiracion, translocacion, captura de iones y
metabolismo de nutrientes (Faroog et al., 2008; Jaleel et al., 2009; Lisar et al., 2012). De
tales procesos, uno de los que sin duda es particularmente sensible a la escasez de agua es
la fotosintesis (Smirnoff, 1993; Jaleel et al., 2009). En primera instancia, debido a la
disminucion en la concentracion de CO; intracelular (C;) por efecto del cierre estomético
(el cual puede ocurrir incluso antes de que sea posible cuantificar variaciones en €l estado
hidrico foliar) (Darwin, 1898; Arve et al., 2011; Bauer, 2013), y en segunda, y a medida
que los niveles de estrés se intensifican, a causa de los efectos directos que tiene la
deshidratacion de las células del mesofilo sobre la bioquimica fotosintética (Kaiser, 1987;
Smirnoff, 1993; Cornic, 2000; Lisar et al., 2012). Ademés, si a esto se le suma que en la
naturaleza es comun que €l déficit hidrico ocurra por largos periodos y en compafiia de la

luz solar (Osmond et al., 1980), las repercusiones gue éste tiene sobre dichos procesos no



son las Unicas consecuencias que trae consigo. Concretamente, laineficiencia con lacual la
energia luminica absorbida es utilizada fotoquimicamente bajo condiciones de escasez de
agua, puede hacer que hasta unaintensidad luminica 6ptima se vuelva saturante para para el
aparato fotosintético. Y s a esto se le suma que, por lo general, las plantas reciben y
capturan més luz de la que realmente requieren para llevar a cabo la asimilacion de CO;
(Mlller et al., 2001; Ort, 2001), entonces la conjuncion de ambos estreses se vuelve
altamente perjudicia para €ellas. Cuando la energia luminica es absorbida en exceso, es
primordialmente disipada por medio de un aumento en la tasa con la cual los electrones
estan siendo transportados |lgos del fotosistema Il (FSII) con direccion a metabolismo del
carbono, asi como también, por medio de un incremento en la eficiencia con la que esta
siendo transformada y disipada como calor (Osmond et al., 1997). Sin embargo, como €l
déficit hidrico afecta indirecta (cierre estomatico) y directamente (pérdida del turgor
celular) latasa de asimilacion de CO,, y como la proporcién de fotones absorbidos que es
térmicamente disipado a menudo Ilega a un maximo antes de que las irradianzas saturantes
sean alcanzadas (Ort & Baker, 2002), entonces la disipacion fotoquimica asimilativa y no
fotoquimica de energia no son suficientes para la fotoproteccion. Es por esto que vias
aternativas de disipacion de energia se vuelven cruciales para mangjar € exceso de
irradianza (Muller et al., 2001; Ort & Baker, 2002; D"Ambrosio et al., 2006). No obstante,
algunas de éstas utilizan al oxigeno molecular (O;) como aceptor final de electrones
(Mehler, 1957; Asada, 1999; 2000). Asi, y s los niveles de estrés hidrico se intensifican
haciendo que la intensidad luminica se vuelva ain mas saturante para € aparato
fotosintético, la sobregeneracion de especies reactivas del oxigeno (EROs) puede superar la
capacidad de detoxificacion por parte del sistema antioxidante. Esto finalmente puede

traducirse en la generacion de cascadas oxidativas severas (estrés oxidativo) que dafian gran
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parte de los componentes celulares y que pueden provocar incluso la muerte del vegetal
(Miitler, 2002). Es por todo esto que la disponibilidad de agua es uno de los principales
factores que limitan & crecimiento, supervivencia, produccion y distribucién geogréfica de
las diversas especies vegetales al ser éstas sensibles a la deshidratacion (Levitt, 1980;
Lawlor, 2002; Touchette et al., 2007; Jaledl et al., 2009). A pesar de dicha sensibilidad, la
gran mayoria es capaz de tolerar situaciones de déficit hidrico que se encuentren dentro de
los rangos considerados como “‘suave”, con un contenido relativo de agua en sus tejidos
(CRA) entre 90-70%, y “moderado”, con un CRA entre 70-30% (Smirnoff, 1993;
Hoesktra et al., 2001). Estas plantas son consideradas como “tolerantes a la sequia”
(Hoesktra et al., 2001). Sin embargo, existe un grupo minoritario de especies que son
capaces de tolerar condiciones de déficit hidrico extremo o “severo” (CRA < 30%). Bgjo
esta situacion, la deshidratacion celular es tan intensa que provoca que la capa de
hidratacion de las moléculas sea graduamente perdida. Las especies que conforman este

grupo son conocidas como plantas “tolerantes a la desecacion” (Hoekstra et al., 2001).

|.1. Tolerancia a la desecacion

La tolerancia a la desecacion puede ser basicamente definida como la capacidad de
un organismo para equilibrar su potencia hidrico interno con aquel del aire desecante y
luego recuperarse de la casi completa pérdida del agua protoplasmatica (80-95%) tras su
rehidratacion (Alpert, 2000; Oliver et al., 2000; Rascio & La Rocca, 2005). Este
mecanismo requiere de una notabl e tolerancia a la deshidratacion celular, capacidad que en
la gran mayoria de las plantas superiores se encuentra restringida solo a las estructuras
reproductivas, polen, esporas y semillas. Sin embargo, y contrario alo que generalmente se

cree, la capacidad para sobrevivir a la desecacion en e estado vegetativo adulto esta



ampliamente representada entre los distintos taxa del reino vegetal, siendo bastante comun
en los clados menos compleos que constituyen algas, liquenes y bridfitos, pero rara en
pteridofitas y angiospermas Especificamente, cerca de 330 especies entre pteridofitas y
angiospermas son capaces de sobrevivir a la desecacion, constituyendo éstas el 0,02% del
total de plantas vasculares (Alpert 2000; Alpert & Oliver et al. 2002). Tales cifras incluyen
especies de cinco familias de pteridéfitas (Actioniopteridaceae, Aspleniaceae, Pteridaceae,
Selaginellaceae y Sinopteridaceae), cinco familias de monocotiledoneas (Boryaceae,
Cyperaceae, Poaceae, Schizaeaceae y Velloziaceae), y tres familias de dicotileddneas
(Gesneriaceae, Myrothamnaceae y Scrophulariaceae) (Porembski, 2000).

Los organismos vegetales que son capaces de sobrevivir a la desecacion son
conocidos como “plantas de resurreccion” (Gafft, 1971). Estos pueden ser divididos en
“completamente tolerantes”, si su tolerancia es constitutiva y no afectada por la tasa de
desecacion, y en “tolerantes modificadas”, si su tolerancia es inducida y se ve afectada por
la velocidad con que pierden y ganan agua a través de sus tejidos. Dentro de las primeras,
es comun encontrar a la mayoria de los briofitos, cuyos representantes se desecan a
velocidades extremadamente répidas (minutos); mientras que dentro de las segundas estén
las angiospermas, que presentan tasas de desecacion muy lentas (dias a semanas) debido al
control estomético de la pérdida de agua (Oliver & Bewley 1997; Proctor & Pence 2002).

Seguin Bewley (1979), para que una planta o estructura vegetal pueda sobrevivir ala
pérdida severa de agua protoplasmatica, debe ser capaz de llevar a cabo tres importantes
procesos. (1) limitar el dafio sufrido durante la desecacién, (2) mantener su integridad
celular en € estado desecado, y (3) activar mecanismos de reparacion luego de la
rehidratacion. Estas capacidades de proteccion y/o reparacion celular, estan dadas por

diversas estrategias que van desde adaptaciones mecénicas y anatbmicas como €l
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plegamiento foliar, la presencia de pelos o tricomas y/o de cuticulas gruesas con capas de
ceras sobre ellas (Arve et al., 2011); hasta mecanismos fisiolégicos y bioquimicos que
incluyen, entre otros, la induccion del cierre estomaético, la acumulaciéon de azlcares, €
desmantelamiento del aparato fotosintético (poikiloclorofilia), la sintesis de diversas
proteinas (que protegen a las células durante la desecacion o que apoyan la reparacion y
recuperacion de la funcionalidad durante la rehidratacion), y la sobreinduccion de los
sistemas antioxidantes (Alpert, 2000; Mittler, 2002). De los ultimos, uno de los que sin
duda representa uno de los mecanismos primordiales de proteccion es e sistema
antioxidante vegetal. Esto debido a que la generacion normal de especies reactivas del
oxigeno durante el metabolismo normal de las plantas, se ve fuertemente incrementada bajo
situaciones de déficit hidrico, llegando a ocurrir incluso mucho antes de que los tejidos
alcancen contenidos de agua que comprometen la morfologia y estructura celular por la
pérdida del turgor (Smirnoff, 1993). Por lo tanto, las especies tolerantes a la desecacion
deben tener mecanismos que prevengan la sobregeneracion de EROs o sistemas eficientes
que los detoxifiquen y reparen e dafio causado durante la desecacién y las primeras horas

de larehidratacion.

|.2. Especiesreactivas del oxigeno (EROS)

Como es sabido, una consecuencia inevitable del metabolismo aerdbico es la
produccion de especies reactivas del oxigeno (EROs) (Asada & Takahashi, 1987). En su
estado triplete basal, € O, es relativamente no reactivo debido a que sus dos electrones de
valencia en € orbital mas externo, se encuentran desapareados y con sus spins paralelos

(Elstner, 1987; Edreva 2005) (Fig. 1).
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Figura 1. Estado basal del oxigeno molecular con sus el ectrones de valencia en orbital mas

externo desapareados y con sus spins paral el os (enmarcado con évalo rojo).

Tal situacion restringe la aceptacion de dos electrones a la vez ya que, para que esto
ocurra, €l O, necesita reaccionar con un atomo o molécula que posea un par de electrones
con spins paralelos (triplete) y en sentido opuesto a los que € contiene, 1o cual es poco
frecuente en biomoléculas que tienden a poseer una configuracion antiparalela en sus
electrones de los orbitales externos (0 estado de singlete) (Apel & Hirt, 2004). A pesar de
este fendmeno conocido como “restriccion de spin”, los organismos aerobios
constantemente utilizan el O, como aceptor final de electrones en sus procesos metabdlicos,
estimandose que arededor del 1% del O, consumido por las plantas es desviado para este
propésito (Edreva, 2005; Karuppanpandian et al., 2011; Mishra et al., 2012). Esto debido a
gue & O, es capaz de reaccionar con otras moléculas que contengan spins antiparalelos
favoreciendo los intercambios de un electron (Mittler et al., 2004; Scandalios, 2005).

Dichas reacciones de reduccion monoelectronica dan paso a la generacion de
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intermediarios del oxigeno parcialmente reducidos y de alta reactividad conocidos como
EROs, los cuales pueden ser detipo radical librey no radical (Edreva, 2005). Dada su gran
reactividad, cuando las EROs se encuentran en altas concentraciones pueden atacar (oxidar)
virtualmente a todas las macromoléculas (Karuppanapandian et al., 2011). Esto resulta en
severos darios a los componentes celulares, tales como: lipoperoxidacion de componentes
de membranas, oxidaciones de grupos prostéticos metalicos de enzimas, oxidaciones de
pigmentos fotosintetizadores, lesiones @ ADN y mutaciones; o que a menudo conlleva a
una disfuncién metabolica irreparable y la muerte celular (Haliwell & Gutteridge, 1999;
Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004; Adreva, 2005; Karuppanapandian et al., 2011). Entre los
distintos tipos de EROs producidas por las plantas, |as principales son el oxigeno singlete
(*0,), € anién superdxido (Oz'_), el peroxido de hidrégeno (H20,) y € radica hidroxilo
(OH®) (Edreva, 2005; Sharmaet al., 2012). El primero se forma por la absorcién de energia
suficiente para invertir el spin de uno de los electrones desapareados del O, (Fig. 2);
mientras que los otros tres se generan por medio de transferencias sucesivas de electrones
y/o protones, las que a su vez dan paso a la formacion de dos moléculas de H,O (Edreva,
2005) (Fig. 3).

Dado que las EROs son subproductos normales de varios procesos metabolicos, su
generacion tiene lugar en distintos comparti mientos tanto dentro como fuera de las células.
Estos incluyen cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, reticulo endoplasmético,
apoplasto, membranas plasmaticas y paredes celulares (Corpas et al., 2001; Moller, 2001;
del Rio et al., 2002; Mittler, 2002; Asada, 2006; Navrot et al., 2007; Sharma et al., 2012).
No obstante, los principales generadores de EROs bajo condiciones déficit hidrico son los
cloroplastos y los peroxisomas, seguidos en tercer lugar por las mitocondrias (Edreva,

2005; Rhoads et al., 2006; Navrot et al., 2007; Karuppanapandian et al., 2011).
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Figura 2. Generacion de oxigeno singlete 'O, a partir del oxigeno molecular (O,) tras la

absorcion de energia suficiente para invertir el spin en uno de los electrones desapareados

(Extraido y modificado de Edreva, 2005).
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Figura 3. Generacion de anion superoxido (02._), peréxido de hidrogeno (H.0,), radical

hidroxilo (OH®) y agua (H.O) a partir del oxigeno molecular (O,) y por medio de

transferencias sucesivas de electrones y/o protones (Extraido y modificado de Edreva,

2005).

[.2.1. Cloroplastos: La generacién de EROs en este organelo ocurre principa mente

a nivel de los fotosistemas | y |1, producto de un desbalance entre la energia luminica

absorbiday la utilizada a través de lafijacion de CO, (Edreva, 2005; Asada, 2006; Sharma

et al., 2012). Cuando las plantas estan expuestas a condiciones ambientales que provocan

una limitacion en la tasa de asimilacion del carbono en e ciclo de Calvin y, por ende, una
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limitacion en la regeneracion de la ribulosa 1,5 bifosfato y del NADP', ocurre una
sobrereduccion de la cadena transportadora de el ectrones. Esto se traduce en un aumento en
la presion de excitacion sobre € fotosistema Il, situacion que a su vez puede llevar a la
fotoinhibicion y posterior fotodario del aparato fotosintético (Lawlor & Cornic, 2002; Y uan
et al., 2005). Para evitar tales consecuencias, se activan vias primarias de disipacion de
energia que incluyen mecanismos fotoquimicos no asimilativos (fotorespiracion) y no
fotoquimicos (pérdida de energia en forma de calor) (Osmond et al. 1997; Mller et al.
2001). No obstante, en ciertas ocasiones éstos no son suficientes para la fotoproteccion,
teniendo que entrar en funcionamiento vias alternativas de disipacion que utilizan a O,
como aceptor final de energia y electrones (Niyogi et al. 1999; Ort & Baker 2002
D Ambrosio et al. 2006). A nivel del fotosistema Il (FSII), los centros de reaccion y las
moléculas de clorofila en estado triplete excitado (°Chl") pueden transferir su energia a
distintas moléculas de O, dando paso a la formacién del no radical *O,; en tanto que las
quinonas del lado aceptor al inicio de la cadena (Qa y Qg) pueden transferir los electrones
recibidos a otras moléculas de O, generandose e radical libre 0 (Krieger-Liszkay,
2005). Similarmente, a nivel del fotosistema | (FSI) e O, puede reemplazar a NADP*
como aceptor final de los electrones provenientes de la fotdlisis del agua y generar, por
medio de la reaccion de Mehler, O,* en vez de NADPH (Fig. 3). Posterior a esto, & O,°
generado a nivel de ambos fotosistemas puede seguir dos vias y producir otros
intermediarios del oxigeno (“EROs secundarios”) que son incluso mas peligrosos.
Internamente, en e lumen acidificado del tilacoide, & O," puede ser protonado a HO,®
(radical peroxil); o externamente, en e estroma, puede ser rapidamente dismutado a H,O,
ya sea de manera espontanea o por medio de la reaccion catalizada por la enzima

superéxido dismutasa (SOD) (Asada, 2000; Alscher et al., 2002; Fryer et al., 2002).
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Finalmente, € no radical H,O, recién formado puede, a su vez, seguir otras dos vias y
formar O, y H,O en caso de ingresar al ciclo del ascorbato-glutation o generar atravésde la
reaccion de Fenton la ERO més perjudicial de todas, es decir, e OH® (Asada, 1999; Dat et

al., 2000).
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Figura 4. Generacion de EROs a nivel de la cadena transportadora cloroplastidial a causa

de condiciones ambiental es adversas.

|.2.2. Peroxisomas. estos organelos poseen un tipo de metabolismo esencialmente
oxidativo. Es por esta razén que bajo condiciones ambientales normales son probablemente
el principa sitio de generacién intracelular de EROs (del Rio et al., 2006; Gill & Tutgja,
2010). Al igua que los cloroplastos y las mitocondrias, los peroxisomas generan, producto

de su metabolismo normal, 02°_ y H,O,. Para €l caso del radica Oz‘_, se han identificado
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dos sitios de generacion (del Rio et al., 2002). El primero es en la matriz peroxisomal
donde la xantina-oxidasa (XOD) cataliza la oxidacion de la xantina o hipoxantina a &cido
arico (Corpas et al., 2001); mientras que e segundo es en las membranas peroxisomales
dependientes de NAD(P)H, por medio de una pequefia cadena transportadora de electrones
compuesta por una flavoproteina-NADH y e Cyt b (Gill & Tutga, 2010). A su vez, €
H.O, producido puede provenir de la [B-oxidacion de acidos grasos, las reacciones
enziméticas de las flavin-oxidasas durante la respiracion peroxisomal, la dismutacion del
0 y la oxidacion del glicolato por accion de la glicolato-oxidasa durante la
fotorespiracion, proceso gque bajo condiciones de déficit hidrico es el principal generador
(Huang et al., 1983; Baker & Graham, 2002; Noctor et al., 2002; del Rio et al., 2002; 2006;
Mittler et al., 2004; Karuppanapandian et al., 2011). Ademas de las EROs ya especificadas,
se ha demostrado que e radical NO°® (6xido nitrico) también es producido en los

peroxisomas, pero mas como molécula mensajera que como consecuencia de la disipacion

de energia (Gill & Tutgja, 2010).

1.2.3. Mitocondrias. Bajo condiciones normales de crecimiento vegetal, la cadena
transportadora de electrones mitocondrial y la sintesis de ATP estdn estrechamente
asociadas. Sin embargo, varios factores de estrés pueden llevar a la inhibicion y
modificacion de sus componentes, provocando la sobrereduccion de los transportadores de
electrones y la consecuente formacion de EROs (Noctor et al., 2007; Bloquina
& Fagerstedt, 2010; Karuppanapandian et al., 2011). Tanto en la region flavoproteica del
segmento NADH-deshidrogenasa a nivel del complejo | como en la region ubiquinona-Cyt
anivel del complgo Ill, se produce 02‘7 por la reduccion directa del O, (Dat et al., 2000;

Arora et al., 2002; Navrot et al., 2007; Murphy, 2009) (Fig. 4). Posteriormente, y a igual
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que lo ocurrido en cloroplastos y peroxisomas, € O,° es répidamente dismutado a H,O»
por accién de la manganeso superéxido-dismutasa (MNnSOD). Asi mismo, e no radical
H,O, puede ser removido gracias a la ascorbato-peroxidasa mitocondrial (mitAPX) o
reaccionar con iones de Fe** y Cu* a través de la reaccion de Fenton, siendo convertido en
el extremadamente radical activo OH® (Navrot et al., 2007; Sharma et al., 2012). A pesar
todo lo anterior, la mitocondria no es tradicionamente considerada como una fuente
principal de EROs en las hojas (Mdller, 2001; King et al. 2004). Esto se debe a que, bajo
condiciones luminicas moderadas y dtas, la produccion de dichas moléculas en este
organel o es entre 30-100 veces mas lenta que la de los cloroplastos y peroxisomas (Foyer &

Noctor, 2003).
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Figura 5. Sitios de generacion de EROs en la cadena respiratoria mitocondrial (Extraiday
modificada de Mittler 2002).

I.3. Mecanismos de remocion de EROS
Cuando las EROs se encuentran en bajas concentraciones o en niveles levemente
incrementados, son esenciales para e metabolismo celular. Esto debido a que actlian como

eficientes aceptores de electrones disipando €l exceso de energia y/o como moléculas

18



mensgjeras para activar diversas vias de sefidizacion que inducen la expresion de genes
involucrados en defensa. Sin embargo, cuando estdn en mayores concentraciones pueden
llegar a ser incluso letales (Dat et al., 2000; Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004; Edreva,
2005). Debido a tal propiedad dual de las EROs, las plantas han desarrollado diversas
estrategias para mantener €l balance redox a interior de sus células, evitando asi |os dafios
producidos ya sea por su carencia 0 exceso. Tales estrategias consisten en |os denominados
sistemas antioxidantes o0 mecanismos de remocion de EROs, los que pueden ser de tipo
enzimético y no enzimético (Dat et al., 2000; Mittler, 2000; Arora et al., 2002; Blokhina et
al., 2003; Apd & Hirt, 2004; Edreva, 2005). Dentro de los primeros estan las enzimas
superdxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), glutation peroxidasa (GPX),
catalasa (CAT) y peroxirredoxinas (Prxs) (Allen, 1995; Niyogi, 1999; Dietz 2003);
mientras que dentro de los segundos se encuentran el ascorbato (AsA), glutation (GSH), y
aquellos considerados en este trabajo de tesis, compuestos fendlicos, tocoferoles y
plastocromanol-8 (Rice-Evans et al., 1996; Noctor & Foyer, 1998; Apel & Hirt, 2004,
Jaleel et al., 2009). Dichos antioxidantes reaccionan con las EROs, convirtiéndolas en
compuestos relativamente estables en presencia del electron radical. Asi, a remover los
electrones radicales, los antioxidantes “apagan” las reacciones en cadena y evitan dafios

mayores como la eventual muerte celular (Vermerris & Nicholson, 2008).

[.3.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios sintetizados exclusivamente
en las plantas a partir de las vias pentosa-fosfato, shikimato y fenilpropanoide (Randhir et
al., 2004). Entre sus principales funciones se destacan su participacion en € crecimiento y

reproduccion, proteccion contra patdgenos y herbivoros, y su contribucién en la coloracion
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y caracteristicas sensoriales de frutas y vegetales (Harborne, 1993; Bravo, 1998; Alasalvar
et al., 2001). Ademas, también participan activamente como moléculas antiradicales y
potentes antioxidantes gracias a su potencia redox (Knox & Dodge, 1985; McKersie &
Leshem, 1994; Grace & Logan, 2000; Khadem & Marles, 2010; Sharma et al., 2012). Su
eficiencia como taes es muy diversa y depende de muchos factores, tales como:
concentracion, sitio de unién y mutua posicion de los grupos hidroxilos unidos a anillo
aromatico (Sroka & Cisowski, 2003). Pueden ser, en general, clasificados como fenoles
simples y polifenoles. Esto depende del nimero de carbonos constitutivos que poseen en
conjunto con la estructura del esgqueleto fendlico basal (Rice-Evans et al., 1997; Solecka,
1997; Sgherri et al., 2003). De ambos tipos, los polifenoles (acidos benzoicos,
fenilpropanoides y flavonoides) poseen la estructura quimica idea para la actividad de
remocion de radicales libres, pudiendo actuar como agentes reductores, protonadores,
queladores de metales pesados y “apagadores” del oxigeno singlete (Rice-Evans et al.,
1996; Ali & Alqurainy, 2006). Entre los polifenoles que destacan por su actividad
antioxidante estan los (1) &cidos fendlicos y (2) flavonoides (Halliwell & Gutteridge, 1999;

Dixon & Paiva, 1995; Rice-Evans & Miller, 1998; Sroka & Cisowski, 2003)

1.3.1.1. Acidos fendlicos:. Corresponden a aguellos compuestos gque como esquel eto
basal contienen un anillo fendlico y un acido carboxilico organico (Vermerris & Nicholson,
2006). Sin embargo, € nimero y ubicacion de los grupos hidroxilos que se unen al anillo
aromético dan paso a la formacién de distintas estructuras que otorgan variedad a grupo
(Robbins et al., 2003). En cuanto a su conformacién general, se encuentran comunmente
como glicosidos 0 ésteres en combinacion con otros compuestos naturales, tales como:

esteroles, alcoholes, glucésidos, écidos alifaticos o arométicos y é&cidos hidroxilados
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(Torres et al., 1987). Como grupo, los acidos fendlicos han sido reconocidos como
eficientes antioxidantes contra varias EROs, pudiendo incluso remover aquellas tan téxicas
como € radical hidroxilo y € oxigeno singlete (Sroka & Cisowski, 2003). De hecho, se
sabe que tras su oxidacion por otras moléculas presentes en e medio celular debido a
alguna situacion de estrés, varios acidos fendlicos y sus derivados contribuyen alas muchas
veces indeseabl e coloracion gris, café o verde de algunos productos vegetales (Clarck et al.,

1957; Carter et al., 1972).

/ a) Acidogdico COOH \

8
2o
HO OH
OH
g - 3 ~-COOH Acido ferdlico
! :©/\/ CH,O = COOH
HO . - j@r‘\/
w Acido p-cumarico Acido cafeico i /

Figura 6. Estructura bésica de los é&cidos (@) hidroxibenzoicos (&cido galico) e (b)

hidroxicinamicos (&cidos p-cumarico, cafeico y ferdlico) con mayor actividad antioxidante.

1.3.1.2. Flavonoides: son & grupo mas comun y ampliamente distribuido de los
compuestos fendlicos, ademas de ser el més complejo a incluir mas de 9000 moléculas
diferentes. Se acumulan comunmente en la vacuola como glicosidos y su estructura basal
(C6-C3-C6) esta conformada por dos anillos arométicos (anillo A y anillo B) unidos por
tres puentes de carbono que usualmente es un heterociclo oxigenado (anillo C) (Figura 6)

(Ahmad et al., 2009). Los principales tipos de flavonoides conforman 7 grupos (Houghton,
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2002; Vermerris & Nicholson, 2006), los cuaes, segun pruebas in vitro, poseen incluso 5
veces mas poder antioxidante que el ascorbato (Vitamina C) y e a-tocoferol (Vitamina E)
(Rice-Evans et al., 1997). Asimismo, estudios han demostrado que los compuestos
fendlicos, y especiamente los flavonoides, son capaces de dterar las cinéticas de
peroxidacion por medio de la modificacion del orden de empaquetamiento de los lipidos y
la estabilizacion de las membranas a disminuir su fluidez, impidiendo esto la difusion de
radicales libres (Arora et al. 2000; Blokhina et al. 2003; Verstraeten et al. 2003). Entre los
flavonoides que destacan por su capacidad antioxidante estan los flavonoles (kaempferol,
quercetina'y miricetina) y los flavanoles (catequina, epicatequina) (Halliwell & Guitteridge,

1989; Dixon & Paiva, 1995; Bors et al., 1996; Rice-Evans & Miller, 1998).

Figura 7. Estructura genérica de una molécula flavonoide (Extraido de Balasundram et al.,
2006).

En general, muy pocos trabajos han explorado € rol de los flavonoides y acidos
fendlicos en latolerancia a la desecacion. Entre ellos esta €l estudio de Sgherri et al. (2004)
en individuos de Ramonda serbica. Durante la deshidratacion, los contenidos de écidos
fendlicos totales disminuyeron en esta especie desde 2,7mg/gPS en las hojas
completamente hidratadas a 0,9 mg/gPS en aquellas méas desecadas. No obstante, volvieron
aaumentar hasta en un 300% tras 5 horas de rehidratacion, alcanzando los valores iniciales
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luego del término de dicho tratamiento (48 horas). Similarmente, Djilianov et al. (2011)
reportaron que en individuos de Haberlea rhodopensis sometidos a tratamientos de
desecacién y rehidratacion bajo 75pmol foton m?s* de irradianza, los contenidos de
compuestos fendlicos totales disminuyeron casi 2 veces desde € 92% hasta € 35% de
contenido relativo de agua (CRA) en comparacion con los individuos control, para luego
aumentar por mas de 4 veces desde el CRA 35% hasta el CRA 12%. Posteriormente en la
rehidratacion, los contenidos disminuyeron gradualmente desde € inicio (CRA 12%) hasta
el término de lamisma (CRA 92%) en donde alcanzan valores similares alosiniciales y de
las plantas control. En otro estudio, Moore et al. (2005) documentaron que los contenidos
del polifenol principal en Myrothamnus flabellifolius, € &cido 3,4,5-tri-O-galoiloquinico,
incrementaron casi un 40% en hojas deshidratadas, sugiriendo esto un posible rol en la
proteccion de dicha especie contra la desecacion, especificamente anivel de las membranas
biol6gicas. Asi en € mismo estudio, y tras la utilizacion de un sistema membranoso
artificial al cual se le agregd distintas cantidades del acido en cuestion, los autores
constataron que efectivamente protegio a los liposomas de la membrana contra la
desecacion. Finalmente, Zivkovic et al. (2010) reportaron que durante la desecacion del
helecho Asplenium ceterach se observo una disminucion en los contenidos de los acidos
fendlicos principales de esta especie, |o0s acidos clorogénico y cafeico, de aproximadamente
el doble que los valores registrados para los controles no deshidratados. No obstante, bajo
condiciones hidratadas |os contenidos de los dos &cidos difirieron enormemente entre si,

siendo los contenidos del &cido cafeico 45 veces menores que los del &cido clorogeénico.

|.3.2. Tococromanoles

Los tococromanoles son un grupo de moléculas anfipaticas constituido
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mayoritariamente por tocoferoles y tocotrienoles, y minoritariamente por €
plastocromanol-8 y sus derivados. Los dos primeros son producidos en diferentes niveles y
en varias combinaciones por todos los tejidos vegetales y agunas cianobacterias
(DéllaPenna & Pogson, 2006); en tanto que el tercero sdlo ha sido detectado en tejidos
foliares, semillas y frutos (Wittle et al., 1965; Zbierzak et al., 2010). De los 6rganos donde
estan presentes, los tococromanoles son particularmente importantes en hojas y semillas,
pues les proporcionan proteccion antioxidante. Su estructura molecular les permite
interactuar con los grupos acil poliinsaturados, protegiendo a los lipidos de membrana
(especiamente écidos grasos poliinsaturados) del dafo oxidativo mediante la remocion de
los radicales peroxilipidos y/o a través del apagamiento o remocién del 'O, (Kruk et al.,

2005; DellaPenna & Pogson, 2006).

1.3.2.1. Tocoferoles: son moléculas liposolubles isoprenoides sintetizadas
exclusivamente por plantas vasculares, algas y algunas cianobacterias (Munné-Bosch,
2005; DellaPenna & Pogson, 2006). Su biosintesis tiene lugar en los pléstidos
(amiloplastos, cloroplastos, cromoplastos), y ocurre como resultado de la combinacion de
las vias del shikimato e isoprenoide a condensarse los respectivos acido homogentisico
(HGA) vy fitil difosfato (PDP), accion que es catalizada por la enzima fitil transferasa
(Cahoon et al., 2003; Munné-Bosch, 2005). Existen 4 tipos de tocoferoles. a-, -, y- y 0-
tocoferol. Cada uno de ellos esta conformado por un anillo polar de cromanol y una cadena
lateral poliprenil saturada (lipofilica) (Fig.8a), diferenciandose entre si sélo por la cantidad
y posicion de los grupos metilos que contiene € anillo aromatico (Fig.8b) (Kamal-Eldin &

Appegvist, 1996; Munné-Bosch & Falk, 2004; DellaPenna & Pogson, 2006).
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Figura 8. Estructura béasica (@) y tipos de tocoferoles (b) (Extraido de Falk & Munné-
Bosch, 2010).

La funcion principal de estos compuestos es la del control de la peroxidacion
lipidica no enzimatica que puede afectar tanto a lipidos libres como a aguellos que
conforman las membranas celulares (Liebler, 1993). Esto lo logran gracias a su excelente
actividad antioxidante, la cual radica en la capacidad de su anillo heterociclico de cromanol
para donar e hidrogeno fendlico a los radicales peroxilipidos, reduciéndolos a los
hidroperéxidos correspondientes (Kamal-Eldin & Appelgvist, 1996; MinnéBosch &
Alegre, 2002; Sattler et al., 2004). Ademas |la presencia de dobles enlaces conjugados en su
estructura molecular, los cuales son requeridos para “apagar” fisicamente al O, por medio
delafacilitacion de latransferencia de energiay la disipacion de calor (Pefiuelas & Munné-
Bosh, 2005), los convierte en excelentes moléculas fotoprotectoras. Estas propiedades, en
conjunto con que las hojas son unos de los dos érganos vegetales que contienen mayor
contenido de tocoferoles (especialmente a-tocoferol), los sittan como unos de los
principales antioxidantes en los cloroplastos (Fryer, 1992; Minné-Bosch & Alegre, 2002).
Especificamente en estos ultimos, se encuentran presentes en la envoltura, membranas
tilacoidales y plastoglobulos. Entre la primera y las segundas estan distribuidos de forma
aproximadamente igual (Maeda & DellaPenna, 2007); en tanto que en los terceros se

encuentran alrededor de 1/3 de los tocoferoles totales (Austin et al., 2006; Vidi et al.,
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2006). Tal distribucion les permite contribuir en la estabilizacion de las membranas
tilacoidales (Wang & Quinn, 1999), otorgar proteccion a las mismas 'y a FSII contra los
efectos deletéreos del *O, sobreproducido bajo condiciones de estrés foto-oxidativo severo
(MUnné-Bosch & Alegre, 2002; Havaux et al., 2005; Kruk et al., 2005; Krieger-Liszkay &
Trebst, 2006), y participar (eventuamente) en € transporte ciclico de electrones alrededor
del FSII (Munné-Bosch & Alegre, 2002).

La sintesis de tocoferoles foliares puede cambiar en respuesta a diferentes
situaciones de estrés (Munné-Bosch, 2005; Maeda & DellaPenna, 2007). Este es €l caso de
lo ocurrido con los contenidos de tocoferoles totales en plantas de tabaco (Tanaka et al.,
1999), y con los niveles de a-tocoferol en Arabidopsis thaliana (Porfirova et al., 2002;
Collakova & DellaPenna, 2003b; Szymanska & Kruk, 2010), los cuales aumentaron tras la
exposicion de los respectivos individuos a intensidades luminicas altas. Similarmente,
también se han constatado incrementos en los niveles de a-tocoferol por efecto de la sequia
en Rosmarinus officinalis (Munné-Bosch et al., 1999), Arabidopsis thaliana, tabaco, salvia
y toronjil (Munné-Bosch & Alegre, 2003; Liu et al., 2008). No obstante € aumento en
algunas especies de dicha forma de tocoferol, también se han evidenciado diminuciones
tanto por accion de la irradianza como por efecto del déficit hidrico. De hecho dentro de
este Ultimo se encuentran los Unicos datos concernientes a plantas de resurreccion. Se ha
reportado que en Myrothamnus flabellifolius existe una disminucién en la concentracion del
o-tocoferol conforme aumenta € grado de desecacién; mientras que los contenidos de y-
tocoferol exhiben un decaimiento menos pronunciado. Posteriormente, tras la rehidratacion
desde un estado de desecacion severo, se constatd una rapida recuperacion de los niveles de
o-tocoferol; en tanto que los de y-tocoferol no exhibieron mayores cambios (Kranner et al.,

2002).
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1.3.2.2. Plastocromanol-8: En gran parte de las especies vegetales, la accion
antioxidante de los tocoferoles es complementada por otros prenil-lipidos dentro de los que
se encuentra € plastocromanol-8 (PC-8). La sintesis de este compuesto ocurre a partir de la
forma reducida de la plastoquinona-9 (PQ-9), e plastoquinol-9 (PQH2-9), gracias a la
intervencion de la enzima clave en la sintesis de los tocoferoles, la tocoferol-ciclasa. Su
estructura molecular es muy similar a la del y-tocoferol y y-tocotrienol, pues posee
exactamente la misma cabeza polar que €ellos, diferenciandose sélo por la longitud de su
cadena lateral. Esta en e PC-8 es més larga, estando conformada por 40 &omos de
carbono, es decir, 8 unidades isoprenoides (Fig. 9) (Mayer et d., 1967; Kumar et a., 2005;

Szimanska & Kruk, 2010, Zbierzak et a., 2010).

Figura 9. Estructura molecular del plastocromanol-8 (Extraido de Martinis et al., 2011).

En cuanto a su distribucion, el PC-8 esta ampliamente presente en los distintos taxa
del reino vegetal (bridfitas, gimnospermas y angiospermas), halandose en frutos, semillas
y hojas de ciertas especies (Mene-Saffrané et al., 2010; Szymanska & Kruk, 2010;
Zbierbak et al., 2010). Aunque puede encontrarse en cualquiera de dichas estructuras, se
sabe que en agunas plantas se localiza principalmente en las hojas, especificamente a nivel
de los cloroplastos (Dunphy et al., 1966; Olgnik et al., 1997). En éstos, € PC-8 se ha

descubierto en gran proporcion en los plastoglobulos (donde es sintetizado), en menor
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cantidad en los tilacoides y en concentraciones mucho menores en las membranas de la
envoltura (Zbierbak et al., 2010). Tanto por su estructura molecular como por su muy
probable ubicacion hacia més al interior de las membranas tilacoidales, se cree que el PC-8
colabora con el a-tocoferol y e plastoquinol-9 en la proteccion del aparato fotosintético
contra €l estrés foto-oxidativo (Mene-Saffrané et al., 2010; Szymanska & Kruk, 2010;
Nowickaet al., 2013). De hecho, existe evidencia in vitro que sefiala que en medios polares
el PC-8 tiene una actividad antioxidante comparable con la de los tocoferoles (Olgnik et
al., 1997; Gruzka et al., 2008; Nowicka et al., 2013); siendo ésta incluso mejor en medios
apolares gracias a la presencia de dobles enlaces conjugados en su larga cadena lateral
(Gruzka et al., 2008; Nowicka et al., 2013). Asi, una diferencia importante entre los
tocoferoles y e PC-8 en cuanto a actividad antioxidante se refiere, es que en este Ultimo no
s6lo e anillo aromético es activo en el proceso de apagamiento del *O, sino que también
los es su cadena lateral (Szymanska & Kruk, 2010).

Aungue se ha comprobado la accion antioxidante in vitro del PC-8 en membranas
artificiales (Nowicka et al., 2013), asi como también, la presencia de dicho compuesto en
plantas que habitan lugares extremos (Strzalka et al., 2011), hasta la fecha précticamente no
existen trabajos que vinculen a este compuesto con la proteccion antioxidante de plantas
expuestas a condiciones de estrés ambiental. De hecho la Unica informacion disponible
comprende a lo mas tres estudios realizados con Arabidopsis thaliana “tipo salvaje”,
“transgenicas” y “mutantes”. Especificamente, Zbierzak et al. (2010) constataron efectos de
laintensidad luminica en los contenidos de PC-8 a detectar contenidos aproximadamente 3
veces més altos en individuos que tras crecer a irradianza baja (120pmol foton m?s?) por
un largo periodo fueron luego expuestos por 4 dias airradianza alta (600pmol foton m2s™).

Por otro lado, Szymanska et al. (2010) detectaron e producto resultante de la oxidacion del
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PC-8 por € oxigeno singlete, e hidroxi-plastocromanol (PC-OH) (Gruska et al., 2008), en
plantas que habian crecido en bgja (100umol foton m?s?) y ata intensidad luminica
(380pmol foton m?s™). Segin los autores, e PC-OH encontrado en los respectivos
individuos pudo ser e resultado de la oxidacion del PC-8 cloroplastidia por e 0O,
generado en e FSII durante el proceso fotosintético, |o cual estaria avalado por los mayores
niveles de PC-OH detectados en agquellas Arabidopsis aclimatadas a alta irradianza como
por las mayores concentraciones de 'O, y de malondialdehido (producto secundario de la
peroxidacion de lipidos) detectadas por Rastogi et al. (2014) en mutantes de A. thaliana

que carecen de tocoferol o de PC-8 y que fueron expuestas a condiciones de alta irradianza.

|.4. Estrésoxidativo y sus principales blancos en plantas

El estrés oxidativo es la consecuencia directa del desbalance entre la generacion de
EROsy su remocion por parte de la defensa antioxidante, lo cual conlleva ala acumulacion
de dichas moléculas y al inicio de cascadas oxidativas descontroladas (Noctor & Foyer,
1998; Mdller, 2001; Apel & Hirt, 2004; Cruz de Carvaho, 2008). Dado que la mayoria de
las EROs son generadas en |os cloroplastos durante el transporte fotosintético de el ectrones,
es natural que los componentes plastidicos se conviertan en los blancos preferidos del dafio
oxidativo. Asi, y a pesar de ser una de las menos dariinas, €l O,* ataca predominantemente
los compuestos gque contienen dobles enlaces como lo son los écidos grasos insaturados y
las moléculas de clorofilas, reaccionando también con aminoacidos aroméaticos como la
tirosina en la proteina D1, y destruye los complgos hierro-azufre de las metal oproteinas, en
particular los centros [4Fe-4S] presentes en muchas hidroliasas. Por su parte, € H,0,

inactiva numerosas enzimas claves del ciclo de Calvin, enzimas que contienen F2*,

enzimas de otras vias metabdlicas por oxidacion de los tioles funcionales, y las proteinas

29



D1/D; y cluster de Mn en e PSII, ademas de tener |a capacidad de peroxidar lipidos y
pigmentos (Asada, 1999; Niyogi, 1999; Zhang et al., 2003). De igual forma, aunque siendo
mas dafiino que las EROs ya mencionadas y ocupando € segundo lugar en cuanto a
toxicidad se refiere, el 'O, produce la degradacién de la clorofila y otros pigmentos
fotosintéticos, la destruccion de la proteina D; del PSII y la formacion de radicales
organicos en los lipidos de membrana, particularmente aquellos con enlaces insaturados
(Aro et al., 1993; Niyogi, 1999). Por Ultimo, y como la ERO maés téxica de todas, € OH*®
reacciona con cualquier grupo electrofilico ubicado en su proximidad y, dado que su
formacion requiere de un ion ferroso, la mayor parte del dafio tiene lugar en sitios de union
con este metal a biomoléculas, pudiendo iniciar asi la peroxidacion de lipidos, provocar
dafios en e ADN y ARN, y en proteinas como la rubisco y la glutamina-sintetasa, entre

otras (Fridovich, 1998; Palatnik et al., 1999).

[.5. Lafamilia Hymenophyllaceae

La familia Hymenophyllaceae Link. es una de las més primitivas dentro de los
helechos |eptosporangiados (Pryer et al., 1995), siendo ademas la mas grande y diversa con
alrededor de 630 especies (Lellinger, 1994; Pryer et al., 1995; Kenrick & Crane, 1997).
Entre éstas, existe una marcada diversidad en términos de morfol ogia con frondes pequefias
a medianas (1-40cm de largo), simples a atamente divididas, mono o dimorficas, rizomas
cortos o largos rastreros y raices robustas o sin ellas. Su requerimiento de habitat también
es variable, reportandose especies terrestres, epifitas y/o epipétricas, hemi-epifiticas y
trepadoras (Dubuisson, 1997; Dubuisson et al., 2003). Una de las caracteristicas més
Ilamativas de este grupo, y a la cual deben su denominacion de “helechos pelicula”, es la

presencia de frondas monolaminares o con pocas capas de células (Tryon & Tryon, 1982).
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Esto trae como consecuencia la carencia de epidermis diferenciada y estomas,
particul aridades anatémicas que, junto con la ausencia de cuticula (o presencia de una muy
reducida), los hace dependientes de una ata humedad relativa a no tener barreras que
eviten la pérdida de agua desde sus tejidos (Kromer & Kessler, 2006). Por esta razon, los
helechos pelicula son altamente hidrofilos y, en general, percibidos como plantas de
constante humedad, habitando dentro de los bosques en lugares de sombra profunda
(Gessner, 1940; Richards & Evans, 1972; Kelly, 1985; Hietz & Hietz-Seifert, 1995;
Johnson at al., 2000; Zotz & Biiche, 2000; Dubuisson et al., 2003; Proctor, 2003).

En cuanto a su distribucion geogréfica, la familia se encuentra presente en casi
todo e mundo desde regiones tropicales humedas, donde presenta su mayor diversidad y
abundancia, hasta regiones oceanicas con altas precipitaciones ubicadas en latitudes
templadas como |o son las islas Macaronésicas y |as regiones costeras atlanticas del oeste
de Europa, sur de Chile, Nueva Zelanda y sureste de Australia (Tryon & Tryon, 1982;
Iwatsuki, 1990; Proctor, 2012). Especificamente, los géneros Hymenophyllum Smith.,
Trichomanes L. y Serpyllopsis Van den Bosch., estan distribuidos predominantemente en
los tropicos de ambos hemisferios, aunque también se extienden hacia Norteamérica,
Sudameérica, Nueva Zelanda y Japdn. Asi mismo, existen otros géneros como Cardiomanes
Pres. e Hymenoglossum Presl. que son endémicos de Nueva Zelanda y Chile,
respectivamente (Holloway, 1923; Rodriguez, 1995). En nuestro pais, |os helechos pelicula
se encuentran desde los 36° hasta los 56°S, aungue con algunos representantes mas al norte
en e area de los bosgues relictos de Fray Jorge (30°S) y en e Archipiélago de Juan
Fernandez. Sin embargo, su mayor diversidad y abundancia se encuentran en los bosgues
del sur, en los cuales se han identificado hasta 22 especies que incluyen los géneros

Hymenophyllum, Trichomanes, Serpyllopsis e Hymenoglosum (Rodriguez, 1995; Parra et
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al., 2012).

|.6. Antecedentesy problematica de estudio

Como ya se menciono, los helechos pelicula son ecofisiol 6gicamente percibidos
como plantas de constante humedad, habitando dentro de los bosgues en lugares de sombra
profunda (Gessner, 1940; Richards & Evans, 1972; Kelly, 1985; Hietz & Hietz-Seifert,
1995; Johnson at al., 2000; Zotz & Biche, 2000; Dubuisson et al., 2003; Proctor, 2003).
Esta percepcion se debe a que tanto su diversidad como abundancia aumentan
considerablemente en los estratos medios e inferiores del bosgque, donde la humedad
relativa es muy alta y la intensidad luminica es muy baa (Kelly, 1985; Hietz & Hietz-
Seifert, 1995; Andrade & Novel, 1997; Zotz & Biche, 2000; Kelly et al., 2004; Arévalo,
2006). No obstante, diversos autores han sefidlado la habilidad de algunas especies de
habitar los estratos superiores del dosel, con la disminucién de la humedad relativa e
incremento en laintensidad luminica que esto conlleva (Parker, 1995). Algunos gemplos |o
constituyen especies de Hymenophyllum s.l. y Trichomanes s.I. que alcanzan aturas por
sobre los 25m en forofitos de bosques tropicaes de Panama (Zotz & Buche, 2000),
Venezuela (Engwald, 1999) y Costa Rica (Grayum & Churchill, 1989), de bosques
montanos y submontanos de Bolivia (Kroemer & Kessler, 2006), y de un bosgue nuboso de
Colombia (Van Leerdam et al., 1990). Tal explotacion diferencial de micronichos en €l
hospedero ha llevado al reconocimiento de un patrén de distribucion vertica de las
himenofilaceas en € bosgue, € cua estaria explicado por distintos grados de tolerancia
ambiental entre las especies (Shreve, 1911; Holloway, 1923a; Dickinson, 1993; Zotz &
Buche, 2000; Parra et al., 2009). Esto ultimo ha sido corroborado por Evans (1964),

Richard & Evans (1972) y Proctor (2003), quienes a estudiar comparativamente las
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respuestas a la desecacion y a la luz de Hymenophyllum tumbridgense (L.) Sm., de
distribucion més diseminada y localizada en sitios hiumedos oceanicos resguardados, e
Hymenophyllum wilsonii Hook., de distribucion mas amplia y expuesta a la irradianza;
concluyeron que aunque ambas especies poseen unatolerancia a la desecacion considerable
y bajos puntos de saturacion luminica, la primera posee menor tolerancia a la desecacion
prolongada y menores requerimientos luminicos para la fotosintesis. Similarmente, Parra et
al. (2008, datos sin publicar) y Parra et al. (en preparacion), también obtuvieron
discrepancias al comparar |la tolerancia a la desecacion y los requerimientos luminicos de
dos especies de distribucion vertical contrastante en un bosgue templado-Iluvioso del sur de
Chile: Hymenoglossum cruentum (Cav.) Presl, restringido bajo los 60cm en el hospedero o
en sitios preferentemente sombrios, e Hymenophyllum dentatum (Cav.), ampliamente
distribuido hacia alturas mayores en el hospedero 0 en sitios més expuestos a la luz solar.
Dentro de sus resultados destaca que de ambas especies, H. cruentum es la que exhibio los
rendimientos cuanticos maximos del FSII (F./F,) mas bgos a recuperar el CRA 50%
durante la rehidratacion (H. cruentum F/Frcrasos: 0,320 vis H. dentatum F./Fncrasov:
0,700), los mayores dafios visibles tras la rehidratacion (Fig. 10), y los menores puntos de
saturacion luminica en estado completamente hidratado (H. cruentum Is = 24,6 + 0,13umol
foton m? s* v/s H. dentatum Is = 40,5 + 2,9umol foton m? s™).

A pesar de que los resultados anteriormente expuestos confirman tanto la
existencia de distintos grados de tolerancia a la desecacion como de discrepancias en los
requerimientos luminicos de himenofilaceas que discrepan en su amplitud ecologica, ain
no existe ningin estudio que indague en los mecanismos 0 procesos fisiologicos que

subyacen tales diferencias. Por esta razon, y considerando los resultados obtenidos
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previamente por Parra y colaboradores para dos de las especies de helechos pelicula
presentes en los bosgques templado-Iluviosos del sur de Chile, asi como también, que la
generacion excesiva de EROs es una de las principal es consecuencias del déficit hidrico en
presencia de luz (Dinakar et al., 2001), el presente trabgjo de tesis estuvo enfocado en
evaluar laimplicancia de la proteccion antioxidante en la tolerancia a la desecacion de dos
Hymenophyllaceae que difieren en sus preferencias de microhabitat en un bosgue
templado-Iluvioso del sur de Chile, asi como también, si dichatolerancia se ve afectada por

laintensidad luminicaincidente.

Hymenoglossum cruentum Hymenophyllum dentatum

Figura 10. Aspecto de las frondes de H. cruentum y H. dentatum sometidas a desecacion
(paneles superiores) y rehidratacion (paneles inferiores). Los porcentgjes indican €
contenido relativo de agua (CRA) en €l tgjido foliar al inicio de los tratamientos (100% y
10%, respectivamente), transcurrido un tiempo (50%) y a término de los mismos (5% y
100%, respetivamente) (Parra et al. 2008, datos sin publicar).

[I.HIPOTESIS

A fin de dilucidar la relacion entre la proteccion antioxidante y las diferencias en
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tolerancia a la desecacion y requerimientos luminicos de dos Hymenophyllaceae que
discrepan en sus preferencias de microhabitat en un bosque templado-lluvioso del sur de

Chile, se postulan las siguientes hipétesis:

1. Las diferencias en tolerancia a la desecacion entre H. cruentum y H.
dentatum se deben a que la primera posee menor capacidad de proteccion
antioxidante que la segunda, 1o cual compromete dicha tolerancia sobre todo

bajo condiciones luminicas que superan sus Optimos fotosi ntéticos.

2. El déficit hidrico extremo tiene un efecto negativo en la proteccion
antioxidante de H. cruentum al disminuir con la desecacién, y mas aln con la
rehidratacion, la capacidad contenida en sus frondes para remover las EROs

sobreproducidas durante dichas etapas.

3. El pardeamiento intenso exhibido por H. cruentum tras su rehidratacion en
experimentos anteriores, se debe a que, junto con menores contenidos de
antioxidantes liposolubles que otorguen mayor proteccion a las membranas
celulares frente a estrés oxidativo, posee también mayores concentraciones
constitutivas y/o inducidas de compuestos fendlicos potencial mente oxidables

durante & reingreso del agua alostejidos.

[11. OBJETIVOS
[11.1. Objetivo general:
Establecer € rol de la proteccion antioxidante en la tolerancia a la desecacion

exhibida por dos especies de helechos pelicula que difieren en sus preferencias de
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microhdbitat en un bosgue templado-1luvioso del sur de Chile.

[11.2. Objetivos especificos:
1. Constatar si la capacidad de proteccion antioxidante de ambos helechos coincide

con las diferencias en preferencias de microhabitat de ambos helechos.

2. Evauar los efectos del estado hidrico foliar y de la intensidad luminica tanto en
la capacidad de proteccién antioxidante como en la concentracién de compuestos

fendlicos totales, flavonoides y acidos fendlicos de | as plantas en cuestion.

3. Deerminar si e pardeamiento previamente exhibido tras la rehidratacion de H.
cruentum tiene relacion con la sobreproduccion de EROs y dafios oxidativos por
ellas ocasionados, asi como también, con menores contenidos de antioxidantes
liposolubles y mayores concentraciones constitutivas y/o inducidas de

compuestos fendlicos como potencial es sustratos oxidables.

V. METODOL OGIA
Actividad N°1: Colectay mantencién del material vegetal

Como modelo de estudio, se utilizaron dos especies de helechos pelicula que
ademés de diferir en su distribucion vertical y amplitud ecol 6gica en un bosgue templado-
[luvioso del sur de Chile (Parque Katalapi, Region de Los Lagos, Chile; 41°31°12.0°’S -
72°45’02.3’’0), también lo hacen en su tolerancia a la desecacién y respectivos puntos de
saturacion luminica. Las Hymenophyllaceae en cuestiéon corresponden a: Hymenoglossum
cruentum (Fig. 11a), distribuida bajo los 60cm en € fuste o preferentemente ala sombra, e

Hymenophyllum dentatum (Fig. 11b), distribuida ampliamente hacia dosel 0 en zonas méas
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expuestas alaluz solar e inclemencias climaéticas (Parraet al., 2009).

Figura 11. Especies de Hymenophyllaceae con distribucion vertical contrastante utilizadas

en este estudio: Hymenoglossum cruentum (a) e Hymenophyllum dentatum (b).

Las muestras de ambas especies fueron obtenidas con sus respectivos rizomas y
parte del sustrato, siendo luego trasladadas a vivero del que dispone e Laboratorio de
Fisiologia Vegeta de la Universidad de Concepcién. Aqui fueron mantenidas en una pared
organica artificial (arpillera) y bajo condiciones de luz e hidrataciéon (x15umol de foton
m’s'y + 90% de humedad relativa, respectivamente) similares a aquellas en las que viven
en campo. Para disminuir la irradianza incidente, se utilizé un techo de policarbonato y
malla Raschel, mientras que la hidratacién de las plantas fue proporcionada por un sistema
automatico de riego compuesto por diversos microaspersores de tipo nebulizadores (Fig.

12ay 12b).
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Figura 12. Mantencion en vivero de las plantas colectadas en terreno para experimentos en

laboratorio. Pared artificial (a), Sistema de riego automéatico con microaspersores (b).

Actividad N°2: Disefio experimental
2.1. Tratamientos de hidratacion, desecacion y rehidratacion bajo distintas

intensidades luminicas.

Con frondes escindidas de H. cruentum y H. dentatum, se efectuaron tratamientos
de hidratacion, desecacion y rehidratacion bajo intensidad luminica baja (£7umol fotones
ms?), intermedia (+ 30pmol foton m?s?) y alta (+ 150pmol foton m?s?). El criterio de
seleccion de las respectivas irradianzas se basO en los puntos de saturacion luminica
obtenidos para ambas especies por Parra et al., (en preparacion). Para los experimentos se
utilizé un total de 45 frondes por especie (n = 5, por estado de hidratacion; n = 15, por
irradianza), las cuales fueron previamente sumergidas en agua destilada durante un tiempo
de 24 horas a fin de asegurar su nivel maximo de hidratacion foliar (Fig. 13). Tras €
término de los distintos experimentos se consiguio tres estados hidricos foliares por
irradianza: (1) “Hidratado”, mediante la mantencién constante de la fronde en agua
destilada en una placa petri, (2) “Desecado”, mediante la suspension de la disponibilidad

hidrica, y (3) “Rehidratado”, mediante la suspension y posterior re-aplicacion permanente
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del recurso hidrico en la placa. Los tratamientos hidricos en cada irradianza tuvieron una
duracion de 8 horas cada uno y fueron realizados a una temperatura de 20°C. Tanto la
temperatura como la intensidad luminica requerida para cada caso, se mantuvieron
constantes gracias a la utilizacion de una camara con control térmico y que cuenta con una
puerta superior transparente (termopaneles) que permitio adosar un sistema de iluminacion
consistente en cuatro paneles de haluro metélico de 250 watts. Esto hizo posible € gjuste y
mantencion de latemperatura a interior de la cAmara a desacoplar €l aporte térmico de las
l&mparas, cuya intensidad se controla variando la distancia ala plantas mediante un sistema
de poleas y aplicando, en algunos casos, filtros que permitan disminuir ain mas la

irradianzaincidente (Fig. 14ay 14b).

Figura 13. Obtencion del nivel maximo de hidratacion foliar de frondes de H. cruentum (a)
y H. dentatum (b) antes de cada experimento. L as respectivas frondes fueron sumergidas en
agua destilada durante 24 horas bajo condiciones luminicas de laboratorio (+25 pmol foton

m?s™).
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Figura 14. Camara con control térmico y focos hal égenos adosados a la parte superior (a)

y frondes bajo tratamiento a interior de la camara de fotoinhibicién (b).

Actividad N°3: Mediciones fisioldgicas dur ante los experimentos
3.1. Contenido relativo de agua (CRA)

Con € proposito de tener una estimacion del contenido hidrico alcanzado por las
frondes de ambas especies en los distintos experimentos, se procedié a registrar con una
balanza analitica (ALC-320.3 Milligram Balan, Acculab) €l peso de las frondes tras 24
horas de hidratacion previa a los tratamientos (Peso Targido = PT) (Fig. 13), a término de
los mismos (Peso Fresco = PF) y luego de 48 horas de exposicion del tejido foliar a 60°C
en una estufa de secado (Binder E28 series) (Peso Seco = PS). Con los valores de peso
obtenidos (n = 5 por cada estado de hidratacion; n = 15 por irradianza; n = 45 por especie),

se calcul6 e CRA respectivo segun laformula (Barrs & Weatherly, 1962):

CRA =[(Peso fresco — Peso seco) / (Peso turgido — Peso seco)] * 100
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3.2. Eficiencia fotoquimica maxima o intrinseca del fotosistema Il (F./Fn,)

Una de las formas mas rapidas, sensibles y confiables de evaluar laintegridad de las
membranas tilacoidales en plantas que han sido sometidas a condiciones de estrés, es
mediante la razén existente entre la fluorescencia variable y la fluorescencia maxima de la
clorofila a (Fu/Fy) (Oquist et al., 1992; Tijskens et al., 1994, DeEll et al., 1999). Esto
debido a que dicha razon es equivaente a la eficiencia fotoguimica intrinseca del
fotosistema Il (FSII) (Buttler, 1978; Bjérkman & Demmig, 1987), la cual consiste en la
probabilidad de que un foton capturado por los compleos cosechadores de luz termine en
el centro de reaccion, desencadenando un evento fotoquimico (Rosengvist & van Kooten,
2003). En plantas C3 saludables 0 no estresadas, € valor promedio del F,/F, es de
aproximadamente 0,83 (Bjorkman & Demmig, 1987), con ligeras variaciones entre las
especies. Por |o tanto, cualquier dafio sufrido a causa de alguna condicion adversa se vera
reflggado en la disminucién del F/Fy, ya sea de forma temporal (fotoinhibicion dinamica) o
definitiva (fotoinhibicion cronica).

Con lafinalidad de asegurar €l estado fisiol6gico 6ptimo del aparato fotosintético de
las frondes antes de cada tratamiento (n = 5 por cada estado de hidratacion; n = 15 por
intensidad luminica), se registraron los valores de F,/Fy, luego de gque éstas alcanzaron su
nivel méximo de hidratacion o peso turgido y tras su exposicién a condiciones de oscuridad
durante 30 minutos. Posteriormente, se efectuaron 10s mismos registros a término de cada
tratamiento hidrico en las distintas condiciones luminicas. De esta manera, se obtuvo
valores de F,/Fy, en 4 estados fisiologicos: (1) Inicial (antes de cada tratamiento y con la
respectiva fronde previamente hidratada a turgor maximo), (2) Hidratado, (3) Desecado, y
(4) Rehidratado. Para tal efecto se utilizd un fluorimetro de pulso modulado (FMS I,

Hansatech Instruments Ltd., UK), e cua mediante la aplicacién de un haz de luz modulado
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(<0,2pumol foton m™s™) seguido por un pulso de luz saturante (9000umol foton m?s™) de

0,8 segundos de duracion, proporciona los valores “in vivo” de dicho parametro.

Actividad N°4: Tomay mantencion de muestras

Para los ensayos bioquimicos correspondientes, muestras (mg) de tegjido foliar (n =
5) de ambas especies fueron tomadas a término de los distintos tratamientos. Tras su
colecta, éstas fueron rapidamente congeladas con nitrogeno liquido, siendo luego ubicadas

en un congelador a-80°C para su mantencion hasta el momento de los respectivos andlisis.

Actividad N°5: Determinacion de la capacidad antioxidante: Actividad de remocién
del radical libre DPPH.

A fin de detectar posibles diferencias entre la capacidad de proteccién antioxidante
de ambos helechos y s ésta sufria variaciones por efecto de los tratamientos hidricos y/o
luminicos, se determind la actividad antioxidante contenida en los extractos foliares
respectivos en términos de la habilidad contenida en ellos para reducir €l radical libre
estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Blois, 1958). Este radical cuando se reduce,
exhibe un cambio de coloracion de su solucidon desde un violeta oscuro inicial a uno
anaranjado o amarillo paido residual (Molineaux, 2004). Asi, mientras mayor sea la
capacidad de reduccion del radical libre, mayor sera la decoloracion de la solucién que lo
contiene, lo cua se traduce en una disminucién de la absorbancia a 517nm de longitud de
onda

La determinacién de la capacidad antioxidante fue redlizada de acuerdo a
procedimiento detallado a continuacion, € cual se basd en la metodologia propuesta por
Fakumoto & Mazza (2000). Cinco muestras de 10-12mg de tgjido hidratado/rehidratado y
4-6mg de tgjido desecado fueron molidas con N liquido y un micropistilo en un microtubo
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frio, agregando 1ml de metanol 80% frio para su homogenizacion con un vortex. Los
homogeni zados fueron luego centrifugados a 13000g y 4°C durante 5 minutos, recuperando
solo los sobrenadantes. Posteriormente, una alicuota de 10ul de cada extracto fue diluida en
490ul de metanol 80% frio. De esta dilucion, se tomaron 100ul que fueron adicionados a
otro microtubo que contenia 400ul de solucién 90uM DPPH en metanol 80%. La solucion
de reaccion se incubd durante 30 minutos en oscuridad, tomando luego 2 alicuotas de 200pl
(2 réplicas) que fueron traspasadas a una microplaca para el registro de la absorbancia a
517nm con un lector de microplacas (Biotek, Synergy 2 multi-modo). Finamente, la
capacidad de remocion del radical libre DPPH contenida en los extractos fue calculada
como “porcentaje de inhibicion de la absorbancia del DPPH” mediante la siguiente

formula:

Acontrol . Amustra
InthICIOH ADppH (0/0) = X 100

A control

Actividad N°6: Estrés Oxidativo
6.1. Deteccion histoquimica de anién superéxido (O;7) y perdxido de hidrégeno
(H202).

Con lafinalidad de evidenciar tanto la acumulacién de O;" como de H,O, en cada
unade las frondes utilizadas por especie, estado hidrico e intensidad luminica, se procedio a
realizar un corte transversal en lazona media de éstas, dividiéndolas en una seccion inferior
y otra superior. Los cortes se efectuaron tras el término de los tratamientos hidricos a cada
irradianza y en 3 frondes por estado de hidratacion. Se destinG una de las respectivas

secciones de cada fronde a la deteccién de O;” y la otra a la de H,O,. El método de
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deteccion utilizado fue el de tincidn histoquimica in situ con azul de nitro-tetrazolio (NBT)
y 3,3 -diaminobencidina (DAB), respectivamente. EI NBT, a reducirse en presencia de
O,", forma un complgjo insoluble de color azul-violaceo (formazén) que se deposita y
puede detectarse a simple vista en los sitios de acumulacién de O;" (Doke, 1983).
Similarmente, el DAB forma un producto de polimerizacion café-rojizo a reaccionar con €l
H.O, en presencia de alguna peroxidasa (Thordal-Christensen et al., 1997), € cua se
acumula e identifica facilmente también sin ayuda de agun implemento Optico. El
procedimiento de tincion consistio en lainfiltracion al vacio del material vegetal durante 5
minutos en oscuridad con una solucion compuesta por 0,5mg/ml de NBT (Merck, #124823)
en buffer fosfato de sodio 0,05M (pH 7,5) (Venisse et al., 2001); o con una solucién
compuesta por Img/ml de DAB (Sigma-aldrich, D12384) en agua destilada gjustada a pH
3,8 con HCL fumante 37% (Merck, #100317) (Thordal-Christensen et al., 1997). Posterior
alainfiltracion, el material vegetal fue incubado en las soluciones respectivas durante 43
horas en oscuridad, siendo luego traspasado y mantenido en etanol 70% durante 24 horas

para su posterior observacion.

6.2. Determinacion de contenidos de malondialdehido (MDA)

El malondihaldehido (MDA) es e producto de la autooxidacion y degradacion
enzimética de los acidos grasos poliinsaturados que componen las membranas celulares y
sistemas hiologicos (Hodges et al., 1999). Este producto secundario final de la
peroxidacion lipidica tiene la capacidad de reaccionar con dos moléculas de écido
tiobarbitirico (TBA), generando un cromogeno de color rosado-rojizo cuyo maximo de
absorbancia se encuentra a 532nm de longitud de onda (Kappus, 1985; Janero, 1990). En

base a esto, y siguiendo € método de propuesto por Hodges et al. (1999), se determind en
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los extractos foliares de ambos helechos, los niveles de peroxidacion lipidica en términos
de contenidos de MDA.

Cinco muestras de tejido foliar (200-210mg en estado hidratado/rehidratado y 90-
110mg en estado desecado) fueron pulverizas en un mortero frio con N liquido y PVPP,
homogenizadas con 5ml de metanol 80% y un vortex, y centrifugadas a 10000g por 10
minutos para recuperar € sobrenadante. A continuacion, dos aicuotas de 1,5ml de cada
extracto fueron adicionadas separadamente a un tubo de ensayo con 1,5ml de solucién
- BA (solucién A), compuesta por 20% (p/v) TCA y 0,01% BHT; o con 1,5ml de solucién
+TBA (solucion B), compuesta por 20% (p/v) TCA y 0,01% BHT més 0,65%TBA. Las
diferentes muestras fueron luego agitadas vigorosamente con un vortex, calentadas durante
25 minutos a 95°C en un bafio termoregulado (Memmert WB X X), enfriadas rapidamente
en hielo y centrifugadas a 10000g durante 5 minutos. Finalmente, 5 aicuotas de 200ul del
nuevo sobrenadante (en duplicado) fueron traspasadas a una microplaca para € registro de
la absorbancia a 440, 532 y 600nm con un lector de microplacas (Biotek, Synergy 2 multi-

modo). Los célculos de equivalentes de MDA fueron realizados de la siguiente manera:
1) [(A bs 532+TBA) - (A bs 6OO+TBA) - (AbS 532—1'3/_\ — Abs 6OO‘TBA)] =A

2) [(Abs 440,15 — AbS 600,715) 0,0571] = B

3) Equivalentes de MDA (nmol m™) = [(A - B) / 157000] 10°

Actividad N°7: Deter minacion de compuestos fendlicos totales
Con € proposito de tener una aproximacion acerca de posibles diferencias entre las
especies en cuanto a su proteccion antioxidante no enzimatica, se determind los contenidos

de compuestos fendlicos totales (CFT) en base a lo propuesto por Ainsworth & Gillespie
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(2007). Cinco muestras de 10-12mg de tgjido hidratado/rehidratado y 0,004-0,006mg de
tgjido desecado fueron pulverizados en un mortero frio con N, liquido y homogenizados
con 2ml de metanol acido (1% HCI) frio. EI homogenizado fue a continuacién incubado
por 12 horas en oscuridad y centrifugado a 13000g a T° ambiente durante 5 minutos para
recuperar el sobrenadante. Posteriormente, a 5 alicuotas de 100ul de sobrenadante diluido
(1:4 vol/vol) se le adicionaron 200ul de 10% reactivo Foulin-Ciocalteau, agitando
fuertemente con un vortex. Las muestras se incubaron en oscuridad y a T° ambiente por no
mas de 8 minutos, agregando luego 800ul de 700mM NaxCOj3 paravolver aincubar durante
2 horas bgo las mismas condiciones. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron
centrifugadas a 10000g a T° ambiente durante 5 minutos, de cuyo nuevo sobrenadante se
tomaron alicuotas de 200ul (en 8duplicado) que fueron traspasadas a una microplaca para
el registro de la absorbancia a 765nm con un lector de microplacas (Biotek, Synergy 2
multi-modo). Los caculos de los contenidos de CFT fueron efectuados a partir de una
curva de calibracion con acido galico como estandar (0-2mM), expresando dichos

contenidos como equivalentes de acido galico (mmol/gPs).

Actividad N°8: Determinacion de acidos fendlicosy flavonoides

Para la determinacion y cuantificacion de flavonoides y acidos fendlicos, el
procedimiento de preparacion de los extractos consistio en la pulverizacion de 5 muestras
(por cada estado de hidratacién e intensidad luminica), correspondientes a 10-12mg de
tgjido hidratado/rehidratado y 0,004-0,006mg de tejido desecado, en un mortero frio con N,
liquido y su homogenizacién con 2ml de metanol &cido (1% HCI) frio. Los homogenizados
fueron a continuacién incubados por 12 horas en oscuridad y centrifugados a 130009

durante 5 minutos a T° ambiente. Los sobrenadantes fueron luego filtrados con un filtro
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PVDF de 0,2um (Millipore, USA). Finamente, los analisis de los respectivos compuestos
fendlicos fueron realizados mediante la inyeccion de alicuotas de 20ul de extracto por
muestra en un sistema de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Jasco LC-Net
[1/ADC), la cua se encuentra equipada con una columna de fase reversa de (RP)-18 (250 x
4.6 mm i.d.) y un detector de matriz de fotodiodos (DAD) (Jasco MD 2015 Plus). Los
andlisis de HPLC se llevaron a cabo segun lo descrito previamente por Ruhland & Day
(2000), con menores modificaciones, a una tasa de flujo de 1.0mL min™. Los &cidos
fendlicos, clorogenico, cafeico, ferdlico, galico y p-cumarico, asi como también, los
flavonoides quercetina, miricetina, kaempferol y rutina fueron utilizados como estandares
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), mientras que acido fosforico 10% (A) y acetonitrilo

100% (B) fueron utilizados como fase movil. Las absorbancias fueron detectadas a 320nm.

Actividad N°9: Deter minacion de tococr omanoles.

Para la determinacion y cuantificacion de los tococromanoles a-, - y d-tocoferol,
asi como también, para € plastocromanol-8, se procedié a liofilizar durante 72 horas 5
muestras de tgiido foliar (por cada estado de hidratacion e intensidad luminica)
correspondientes a 300mg en estado hidratado/rehidratado y 140mg en estado desecado.
Posteriormente, alrededor de 20mg de tejido liofilizado fueron extraidos en 1ml de heptano
puro (Sigma-Aldrich, Germany) y centrifugados a 16100g durante 20 minutos. Los
sobrenadantes fueron a continuacion filtrados con filtros PTFE de 0,2um (Teknocroma,
Espafia). Los andlisis de los diferentes tococromanoles fueron luego llevados a cabo por
medio de HPLC y en base a la metodologia propuesta por Bagci et al. (2002; 2004).
Brevemente, 1,5ul de cada muestra fueron inyectados en el sistema de HPLC. Los

tococromanoles fueron separados en una columna Supercosil LC-Diol (250 x 4.6mm, 5 um
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of pore) (Sigma-Aldrich, USA). El sistema fue operado con un efluente de heptano/tert-
butil metil ether (97.5:2.5 v/v) a Iml min™. La deteccion fue realizada con un detector de
fluorescencia Waters 474 a 295nm de longitud de onda de excitacion y 325nm de longitud
de onda de emision. Para la identificacion y cuantificacion de tococromanoles se utilizaron
estandares puros de a-, -, y- y d-tocoferol y a-, B-, y- y o-tocotrienol (Sigma-Aldrich,

Germany).

Actividad N°10: Analisis estadisticos

En los casos en los que se cumplieron los supuestos estadisticos, se aplicod
estadistica paramétrica por medio de la prueba de t-student 0 ANOVAs de 1 0 2 (estas
Ultimas, y de ameritarse, con la correspondiente prueba de Tukey). Alternativamente, se
utiliz estadistica no paramétrica a traves de las pruebas de U Mann-Whitney o Kruskal-
Wallis. Los factores para los distintos andlisis fueron “Especie” (2 niveles: H. cruentum e
H. dentatum), “Estado hidrico foliar” (3 niveles: “Hidratado”, “desecado” y “Rehidratado™)
e “Intensidad luminica” (3 niveles: “Baja”, “Intermedia” y “Alta”); mientras que las
variables respuesta fueron “CRA”, “Fv/Fm”, “Capacidad antioxidante”, “Contenidos de
MDA”, “Contenidos de compuestos fenolicos totales”, “Concentracion de flavonoides”
,“Concentracion de acidos fendlicos” y “Concentracion de tococromanoles”. El nivel de
significancia utilizado fue p < 0,05; con n = 5. Todos los andlisis fueron realizados con €
programa “Statistica version 7.0” (StatSoft, 2004). No obstante, tanto |a determinacion del
A Optimo para las transformaciones de los datos que no cumplian con los supuestos
estadisticos, asi como dichas transformaciones, fueron efectuadas con el programa Minitab

15.
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V. RESULTADOS
V.1. Contenidos relativos de agua

Bajo las 3 irradianzas aplicadas, ambas especies exhibieron la mantencion del CRA
100% en estado “hidratado”, una notoria disminucion hacia valores inferiores del CRA
20% en el “desecado”, y un evidente aumento por sobre el CRA 90% en el “rehidratado”
(Fig. 15). Aun cuando no fue posible evaluar lainteraccion entre los distintos factores, si se
pudieron constatar los efectos de la especie y de la intensidad luminica en los CRA de
frondes desecadas y rehidratadas. H. cruentum fue la especie que alcanzo los mayores
niveles de desecacion y rehidratacion a irradianza baja (Pgesecado = 0,00002; Prenigratado =
0,002), y ata (Pdesecado = 0,0006; Prenigraado = 0,005), a perder y recuperar alrededor de un

5% més de agua que H. dentatum en ambas intensidades luminicas (Fig. 15).
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Figura 15. Contenido relativo de agua (CRA) en frondes de H. cruentum (A) y H.
dentatum (B) sometidas a 3 tratamientos hidricos luminicos. Las letras y simbolos sobre las
barras indican los resultados de los andlisis estadisticos (Letras mayusculas. comparacion
entre estados de hidratacion, Letras mindsculas: comparacion entre intensidades luminicas,
Asteriscos. comparacion entre especies.). Diferentes letras y cantidad de asteriscos reflgjan

discrepancias entre los valores bajo comparacion (n = 5; p < 0,05).
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En cuanto alasirradianzas, las que mas influyeron en los CRA fueron laintermedia
y dta. En ambas, las frondes de H. cruentum exhibieron niveles de desecacion de alrededor
del 94%, siendo éstos incluso un 4% mayores que los obtenidos a irradianza baja (p =
0,0004). La rehidratacion mayor ocurrio a intensidad luminica intermedia, al recuperar en
ésta el CRA100% y sobrepasar en + 4% a los conseguidos a intensidad baja (p = 0,006)
(Fig. 15A). H. dentatum, por su parte, también fue mas desecado a irradianza intermedia y
ata Los CRAs alcanzados en éstas estuvieron en torno al 10%, siendo inferiores alos de la
irradianza baja en aproximadamente un 5% (p = 0,001). Luego la mayor rehidratacion fue a
irradianza intermedia. Los contenidos hidricos recuperados fueron del CRA100%, los
cuales superaron a aguellos obtenidos en las dos irradianzas extremas en aproximadamente

un 10% (p = 0,0001) (Fig. 15B).

V.2. Capacidad antioxidante: Actividad de remocion del radical libre DPPH.
Intraespecificamente, sélo H. cruentum exhibio efectos de la disponibilidad hidrica
en la capacidad de proteccion antioxidante. Esto fue constatado tras la comparacion de la
reduccion del DPPH entre los estados “hidratado” v/s “desecado” a irradianza baja, y
“desecado” v/s “rehidratado” a irradianza alta (Fig. 16A). En & primero de los casos, la
CAOX disminuyo en aproximadamente un 8% en el estado “desecado” (p = 0,01); en tanto
que en el segundo lo hizo en alrededor de un 8% en el estado “rehidratado” (p = 0,02). De
forma contraria, € efecto de la intensidad luminica fue constatado en ambas especies. En
H. dentatum se detectd diferencias entre las CAOXs en estado “rehidratado” obtenidas a
irradianza baja e intermedia, siendo las de ésta Ultima aproximadamente un 18% inferiores
(p =0,05) (Fig. 16B). En H. cruentum se detectaron discrepancias entre las irradianzas baja

y alta en el estado “desecado” (p = 0,03), observandose en la ultima un incremento de
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alrededor del 8% (Fig. 16A).
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Figura 16. Capacidad antioxidante (expresada como € porcentaje de inhibicion de la
absorbancia a 517nm de longitud de onda del radical libre DPPH") en frondes Las letras y
simbolos sobre las barras indican los resultados de los andlisis estadisticos (Letras
mayusculas. comparacion entre estados de hidratacion, Letras mindsculas. comparacion
entre intensidades luminicas, Asteriscos: comparacion entre especies.). Diferentes letras y
cantidad de asteriscos reflgjan discrepancias entre los valores bajo comparacion (n=5; p <
0,05).

Por otro lado, los andlisis interespecificos demuestran diferencias notorias entre las
especies tanto en cada estado hidrico foliar como en cada una de las irradianzas. En todos
los casos, H. dentatum fue el helecho que mostré siempre la mayor CAOX, teniendo, en
general, la capacidad de reducir el DPPH en un 60% (Fig. 16B); mientras que H. cruentum
raravez excedié € 40% (Fig. 16A). Desglosando los resultados, se puede observar que en
comparacion con H. cruentum, H. dentatum posee a irradianza baja CAOXs mayores en
alrededor del 21% en estado “hidratado” (p = 0,0008), del 32% en el “desecado” (p =
0,009), y del 37% en el “rehidratado” (p = 0,0001) (Fig. 16). Asi mismo, a irradianza

intermedia exhibe CAOXs maés altas en aproximadamente un 28% en estado “hidratado” (p
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= 0,003), un 29% en el “desecado” (p = 0,0002), y un 27% en el “rehidratado” (p =
0,0003). Por ultimo, a irradianza ata muestra valores de CAOX mayores en arededor del
19% en estado “hidratado” (p = 0,001), del 25% en el “desecado” (p = 0,0004), y del 35%
en el “rehidratado” (p = 0,009).

Finalmente, no fue posible determinar estadisticamente alguna interaccion entre 1os
tres factores estudiados. Sin embargo, si se pudo evaluar para ambos helechos la
interaccion entre la intensidad luminica y € estado hidrico foliar, no dando ésta
significativa en ninguno de los casos (p > 0,05). Asi mismo, y aunque solo se pudo abordar
la interaccion entre los factores especie v/s estado hidrico foliar (en solo una de las
irradianzas), y especie v/sirradianza (en solo un estado hidrico foliar), los andlisis arrojaron

que tales interacciones no son significativas (p > 0,05).

V.3. Estrés oxidativo
V.3.1. Acumulacién de anién super6xido (O;7) y per6xido de hidrégeno (H,05).

L os patrones de tincion obtenidos por medio de la tincién histoquimica con azul de
nitro-tetrazolio (NBT) no evidenciaron efectos de la disponibilidad hidrica en la generacion
de O;" en ninguna de las dos especies (Fig. 17). En todos los estados de hidratacion se
observo € mismo patréon de coloracion, sin atenuarse o intensificarse con la presencia o
ausencia de agua. Sin embargo, si se pudo constatar cierto efecto de la intensidad luminica
en H. cruentum, al detectar la aparicion (aungue leve) de latincion azul-violacea (indicativa
de la acumulacion O;") solo en las frondes sometidas a los tratamientos hidricos bajo

condiciones deirradianza alta (Fig. 17, flechas negras).
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Figura 17. Acumulacion de O," en frondes de H. cruentum y H. dentatum sometidas a
tratamientos de “Hidratacion”, “Desecacion” y “Rehidratacion” a intensidad luminica baja
(letra B en circulo con linea punteada), intermedia (letra | en circulo con linea punteada) y
ata (letra A en circulo con linea punteada). Las flechas negras en H. cruentum indican las

zonas donde se aprecia cierto nivel de coloracion azul-violacea.

A través de latécnica de tincién histoquimica con 3,3 -diaminobencidina (DAB), €
contenido hidrico foliar por si solo tampoco parecié tener mayores efectos en la generacion
de H,O; en ninguno de los dos helechos. Esto nuevamente debido a que, en ambos casos, se
aprecia un patrén de tincion similar entre los distintos estados de hidratacion (Fig. 18).
Contrario a esto, el factor “intensidad luminica” si pareci6 afectar la produccién de H,0O, al
menos en una de las dos especies. Particularmente, en H. cruentum se visualizé un

incremento en la aparicion e intensidad de la tincion rojiza-café (indicativa de la

53



acumulacion de H,O,) airradianza alta, especificamente a realizar |as comparaciones entre
los estados “desecado” (por un lado) y “rehidratado” (por el otro) de las distintas

irradianzas (Fig. 18).

Hidratado Desecado Rehidratado

H. cruentum H. dentatum H. cruentum H. dentatum H. cruentum H. dentatum

Figura 18. Acumulacion de H,O; en frondes de H. cruentumy H. dentatum sometidas a
tratamientos de “hidratacion”, “desecacion” y “rehidratacion” a intensidad luminica baja
(letra B en circulo con linea punteada), intermedia (letra | en circulo con linea punteada) y
ata (letra A en circulo con linea punteada). Las flechas negras en H. cruentum indican las

zonas donde se apreciacierto nivel de coloracién azul-viol acea.

V.3.2. Contenidos de malondialdehido (MDA)
Desde e punto de vista intraespecifico, los andlisis arrojaron como resultado que la

irradianza no incide en los niveles de peroxidacion lipidica en ninguna de las dos especies.
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No obstante, e estado hidrico foliar si 10 hace, aunque solo en los contenidos de MDA de
H. dentatum bajo condiciones de irradianza intermedia y ata. En la primera, los valores
MDA de los estados “hidratado” y “rehidratado” fueron, respectivamente, 1,5 (p = 0,004) y
1,1 (p = 0,001) veces mas altos que los del “desecado”; mientras que en la segunda, los
mayores niveles de peroxidacion lipidica fueron alcanzados en € estado “rehidratado”,

siendo éstos 3,7 veces mas altos que los del “desecado” (p = 0,03) (Fig. 19B).
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Figura 19. Niveles de peroxidacion lipidica, expresados como equivalentes de
malondialdehido (MDA), en extractos foliares de H. cruentum (A) y H. dentatum (B) cuyas
frondes fueron sometidas a tres tratamientos luminicos. Las letras y simbolos sobre las
barras indican los resultados de los andlisis estadisticos (Letras mayusculas. comparacion
entre estados de hidratacion, Letras mindsculas: comparacion entre intensidades luminicas,
Asteriscos. comparacion entre especies.). Diferentes letras y cantidad de asteriscos reflgjan

discrepancias entre los valores bajo comparacion (n = 5; p < 0,05).

Por su parte, los diversos andlisis interespecificos demostraron que sélo existen
diferencias estadisticas entre las especies a irradianza intermedia y alta. Las discrepancias

se encuentran entre los respectivos estados “rehidratados” a irradianza intermedia (p =
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0,002), y entre los “hidratados” (p = 0,001) y “desecados” (p = 0,004) airradianza alta (Fig.
19). En todos los casos fue siempre H. cruentum quien exhibio los mayores niveles de
peroxidacion de lipidos. A intensidad luminica intermedia fue superior a H. dentatum en
2,5 veces en las frondes rehidratadas, en 1,2 veces en las hidratadas y en 8,5 veces en las
desecadas. Finamente, tampoco fue posible fue posible evaluar la interaccion entre los tres
factores en cuestion. Sin embargo, ésta si se pudo establecer en ciertos casos, analizando
pares de factores: intensidad luminica v/s estado hidrico foliar (en ambas especies), especie
v/s estado hidrico foliar (solo a irradianza baja) y especie v/s intensidad luminica (sdlo en
frondes rehidratadas). De las tres pargjas de factores, sblo se obtuvo interaccion en e

primero de |los casos, aunque solo en H. dentatum (p = 0,046).

V.3.3. Eficiencia fotoquimica maxima del fotosistema Il (Fv/Fm)

Los andlisis intraespecificos dejan en evidencia tanto € efecto del estado hidrico
foliar como de la irradianza en los F,/F, de ambas especies. El primero de los factores
provoco siempre un decaimiento, considerando siempre para efecto de comparaciones al
estado “hidratado”. Los F,/Fy, de H. cruentum fueron un 38,6% mas baos en estado
“desecado” (p = 0,0007) y un 7,3% inferiores en el “rehidratado” (p = 0,04) a irradianza
baja; un 59,7% menores en el desecado (p = 0,0005) y un 7,3% inferiores en e rehidratado
(p = 0,004) airradianza intermedia; y un 23,9% mas bajos que los del estado “desecado” (p
= 0,0003) a irradianza dta (Fig. 20A). Por su parte, en H. dentatum las €ficiencias
disminuyeron en un 38,3% en estado “desecado” (p = 0,002) y en un 9,5% en
“rehidratado” en condiciones luminicas bajas (p = 0,01); un 59,5% en el “desecado” (p =
0,001) en condiciones luminicas intermedias; y 40,5 veces también en estado “desecado” (p

= 0,000001) en condiciones luminicas altas (Fig. 20B). En cuanto a la incidencia de la
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intensidad luminica, ésta también pudo constatarse para los dos helechos. Siempre en
relacion ala irradianza més baja, H. cruentum exhibid disminuciones del orden del 2,9% a
irradianza intermedia (p = 0,02) y del 49,3% a irradianza ata (p = 0,003) en estado
“hidratado”, del 24% a irradianza intermedia (p = 0,005) y del 34,6% airradianza ata (p =
0,003) en estado “desecado”, y del 2,9% a intensidad luminica intermedia (p = 0,02) y
47,4% aintensidad luminica alta (p = 0,0002) en estado “rehidratado” (Fig. 20A). En tanto
H. dentatum mostré decaimientos de un 31,7% a irradianza ata (p = 0,004) en estado
“hidratado”, de un 22,9% a irradianza intermedia (p = 0,002) y 33,9% a irradianza alta en

estado “desecado”, y de un 28,5% a irradianza alta (p = 0,005) en estado “rehidratado”

(Fig. 20B).
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Figura 20. Eficiencia fotoquimica maxima del FSII (F,/Fn) en frondes de H. cruentum (A)
y H. dentatum (B) sometidas a tres tratamientos hidricos y luminicos. Las letras y simbolos
sobre las barras indican los resultados de los andlisis estadisticos (Letras mayUsculas:
comparacion entre estados de hidratacion, Letras minlsculas: comparacion entre
intensidades luminicas, Asteriscos. comparacion entre especies.). Diferentes letras y
cantidad de asteriscos reflgjan discrepancias entre los valores bajo comparacion (n=5; p <
0,05).
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Luego, los andlisis interespecificos arrojaron diferencias entre ambos helechos bajo
todas las irradianzas, pero no en todos los estados de hidratacion foliar. De estos ultimos,
en el Unico que no se detectaron discrepancias fue en el estado “desecado” (Fig. 20). En las
otras dos condiciones de hidratacion, siempre que hubo discrepancias entre |as especies, H.
dentatum fue quien exhibié los valores de eficiencia mas altos. Los F,/Fn, de este helecho
fueron, como minimo, un 2,1% (p = 0,02) y, como maximo, un 33,9% (p = 0,0003) mas

altos que los de H. cruentum (Fig. 20).

V.3.4. Aspecto visual delasfrondes

Los cambios morfologicos foliares inducidos por los distintos tratamientos no
fueron diferentes alos ya reconocidos por varios autores para otras especies de resurreccion
(Alpert, 2000; Rascio & La Rocca, 2005). Concretamente, se observo que las frondes de H.
cruentum sufren cierto grado de encogimiento al deshidratarse casi por completo; mientras
que las de H. dentatum se pliegan o enrollan en direccién hacia el haz hasta dgjar solo la
cara abaxial expuesta al ambiente. No obstante las diferencias evidentes, ambos tejidos
foliares regresan a su tamafio y formas originales luego de la rehidratacion (Fig. 21). A
pesar de que dichos cambios morfol 0gicos fueron un patron en las 3 irradianzas, fue posible
notar un mayor grado de encogimiento o de enrollamiento en aquellas frondes desecadas en
las irradianzas intermedia y alta. Sin embargo, en ninguna de las condiciones luminicas se
evidencio € pardeamiento reportado con anterioridad para las frondes rehidratadas de H.
cruentum, aunque si ciertos niveles de blanqueamiento en aquellas permanentemente

“hidratadas” y “rehidratadas” a intensidad alta (Fig. 21).
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Hidratado Desecado Rehidratado

H. cruentum H. dentatum H. cruentum H. dentatum H. cruentum H. dentatum

Figura 21. Aspectos de las frondes de H. cruentum y H. dentatum sometidas a tratamientos
de hidratacion, desecacion y rehidratacion bajo intensidades luminicas baja (z5umol m™s
1), intermedia (30pmol m?s™) y alta (+150pumol m?s?). Las flechas indican la intensidad
luminica en cada tratamiento hidrico (B: Baja, |: Intermedia, y A: Alta).

V.4. Contenidos de compuestos fendlicos totales (CFT)

Los andlisis intraespecificos no muestran efectos significativos (p > 0,05) del estado
hidrico foliar en la concentracion de CFT en ninguna de las dos especies (Fig. 22).
Andlogamente, la intensidad luminica si incide en la concentracion CFT de ambos
helechos. Los contenidos de CFT en frondes desecadas de H. cruentum disminuyeron (con
respecto a lairradianza més bagja) en 1,1 veces a irradianza intermedia (p = 0,002) y en 0,8
veces airradianza ata (p = 0,01) (Fig. 22A); en tanto que los de | as frondes rehidratadas de

H. dentatum incrementaron en 0,5 veces al comparar la irradianza baja con la intermedia
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(Fig. 22B). Interespecificamente, los andlisis muestran diferencias entre los contenidos de
CFT de H. cruentum y H. dentatum en los tres estados de hidratacion, aungque solo en las
dos irradianzas mas altas. Bajo condiciones de intensidad intermedia, H. dentatum exhibi6
concentraciones CFT 0,8 veces mas altas que H. cruentum en estado “hidratado”, 1,6 veces
mas altos en estado “desecado” (p = 0,002), y 0,7 veces mayores en estado “rehidratado” (p
= 0,004) (Fig. 22). Asi mismo, en condiciones luminicas atas H. dentatum alcanzo
contenidos de CFT 0,9 veces por encima de los de H. cruentum en estado “hidratado” (p =
0,003), 0,8 veces mayores en el “desecado” (p = 0,009) y 0,5 veces superiores en €

“rehidratado” (p = 0,007) (Fig. 22).
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Figura 22. Contenidos de compuestos fendlicos totales (expresados como equivalentes de
acido gdlico) en frondes de H. cruentum (A) y H. dentatum (B) sometidas a tres
tratamientos hidricos y luminicos. Las letras y simbolos sobre las barras indican los
resultados de los andlisis estadisticos (Letras mayusculas. comparacion entre estados de
hidratacion, Letras mindsculas. comparacion entre intensidades luminicas, Asteriscos:
comparacion entre especies.). Diferentes letras y cantidad de asteriscos reflegjan

discrepancias entre los valores bajo comparacion (n = 5; p < 0,05).

Por otro lado, y al igual que en todos |os otros parametros evaluados, no fue posible
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determinar la interaccion entre los 3 factores. No obstante, si se pudo comprobar la
interaccion entre lairradianza v/s estado hidrico foliar (en H. dentatum), y entre especie v/s
estado hidrico foliar (a irradianzas baja e intermedia), obteniendo en todos los casos
resultados no significativos (p > 0,05). Del mismo modo, también fue posible determinar la
interaccion entre los factores especie v/s irradianza en los estados hidricos foliares

“desecado” y “rehidratado”, siendo significativa solo en el “desecado” (p = 0,011).

V.5. Contenidos de acidos fendlicos y flavonoides
V.5.1. Acidos fendlicos

Al determinar los efectos de la irradianza en cada una de las especies, en frondes
hidratadas de H. cruentum se encontraron diferencias solo en € écido cafeico (p = 0,002).
Sus contenidos aumentaron 0,8 veces desde la irradianza bagja a la intermedia, volviendo
luego a disminuir 4,2 veces desde la irradianza intermedia a la ata (Tabla 1, panel
superior). Diferentemente, en H. dentatum se hallaron discrepancias en los acidos gdlico,
clorogénico y cafeico. En e primero se registraron contenidos 0,6 veces mayores a
irradianza baja con respecto a la intermedia y alta (p = 0,01); mientras que en e segundo
las concentraciones aumentaron 0,7 veces desde la irradianza bgja a la intermedia,
volviendo luego disminuir 1,7 veces desde laintermedia ala alta (p = 0,0005). En € dltimo
los contenidos incrementaron 0,8 veces desde la irradianza bagja a la intermedia,
disminuyendo luego 0,2 veces desde la intermedia a la alta (p = 0,0005) (Tabla 1, panel
inferior). En cuanto al estado “desecado”, solo se detectaron diferencias en el acido
cumarico de H. cruentum. Las concentraciones de éste incrementaron 1,3 veces desde la
irradianza intermedia a la dta (Tabla 1, panel superior). Por udltimo, en e estado

“rehidratado”, en H. cruentum sblo se vio afectado e &acido cafeico (p = 0,001). Los
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contenidos mas altos de éste se detectaron a irradianza intermedia, siendo 2,6 y 2,3 veces
mas altos que aquellos aiirradianza baja y alta, respectivamente. En cambio en H. dentatum,
ademas de variar e contenido del &cido cafeico, también lo hizo € del acido galico. En €l
primero hubo un aumento en la irradianza mas alta de 2,5 veces desde lamas bgjay de 1,8
veces desde la intermedia (p = 0,001); en tanto que en € segundo se detecté una
disminucion de 1,6 veces desde la irradianza baja a la intermedia y de 1,3 veces desde la

bgaalaata(p=0,001) (Tablal, panel inferior).

Hymenoglossum cruentum

Hidratado Desecado Rehidratado
Acido
B | A B | A B | A
[mg/gPS]
Gélico 09+01 05+01 05+01 07+01 08+02 10+02 04+01 08+01 12+07
Clorogénico 51+6 60+9 63+9 71+11 57+10 60+17 52+5 57+7 62+8
Cafeico 04+00 07+01 01+00 03+01 02+01 02+01 03+01 12+03 04+00
Cumérico 21+03 27+06 17+04 22+04 16+02 38+06 29+09 21+00 34%06
Fertlico 21+04 29+05 19+03 28+05 21+03 27+06 2805 26+02 29+03
Hymenophyllum dentatum
Hidratado Desecado Rehidratado
Acido
B | A B | A B | A
[mg/gPS]
Gélico 1,1+00 0,7+00 07+00 0701 07+01 08+00 12+02 05+01 05+0,1
Clorogénico 5,7+07 97+10 36+07 47+11 61+11 89+16 38+09 26+06 52+15
Cafeico 03+01 06+00 05+01 06+02 04+01 10+01 03+02 04+02 10+0,22

Cumarico 02+01 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00 01%+00 02+00
Feldrico 13+04 12+02 11+02 13+02 11+01 20*x05 07+x01 09+01 1001

Tabla 1. Contenidos de los cinco écidos fendlicos analizados en frondes de H. cruentum
(panel superior) y H. dentatum (panel inferior) con distintos estados de hidratacion
(hidratado, desecado y rehidratado) tras haber sido sometidas a tres tratamientos hidricos y
luminicos (B: irradianzabaja, |: irradianza dta, A: irradianzaalta). n=5; p < 0,05.

Desde el punto de vista interespecifico, fue en los acidos cumarico y clorogénico
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donde se encontraron las diferencias méas grandes, siendo en ambos casos H. cruentum €l
helecho que presentd |os mayores contenidos. En el &cido cumarico, las concentraciones de
H. cruentum superaron como minimo a las de H. dentatum en +11,7 veces en € estado
“hidratado” a irradianza baja (p = 0,001), y como maximo en +39,2 veces en e estado
“desecado” a irradianza alta (p = 0,01); en tanto que en el clorogénico las menores y
mayores diferencias estuvieron en los estados “hidratado” y “rehidratado” a irradianza
intermedia, a exhibir H. cruentum contenidos superiores en £5,1 veces en las frondes
hidratadas (p = 0,00004) y en +21,2 veces en las rehidratadas (p = 0,02) (Tablas 1 y 2).
Tales diferencias entre los helechos fueron desde mucho més atras seguidas por las
constatadas en los acidos ferulico, cafeico y gdico. En € ferdlico fue nuevamente H.
cruentum quien presentaba las mayores cantidades, siendo éstas superiores a las de su
contraparte en un minimo de +0,7 veces en estado “desecado” a intensidad luminica
intermedia (p = 0,012), y en un maximo de +1,9 veces en estado “rehidratado” a intensidad
ata (p = 0,002) (Tabla 1y 2). Sin embargo, en e écido cafeico fue H. dentatum quien
presentd las mayores concentraciones, siendo éstas superiores a las de H. cruentum en un
minimo de +2 veces en el estado “rehidratado” (p = 0,0001), y un maximo de +3 veces en
el “desecado” (p = 0,0006), ambas en condiciones luminicas altas. Por ultimo, en e acido
galico también se observaron diferencias contradictorias entre las especies, pero a igual
gue en la gran mayoria de los casos, es H. cruentum quien preferentemente posee las
cantidades més dtas. Las diferencias més notorias entre ambas especies estuvieron en €l
orden de Asi sus concentraciones superaron a las de H. dentatum en un minimo de 0,3
veces en estado “desecado” airradianza alta (p = 0,0), y en un maximo de 1,8 veces en €l

estado “rehidratado” (p = 0,0) airradianza Optima (Tablas 1 y 2).
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Hidratado Desecado Rehidratado

Acido

[Mg/gPS] B I A B I A B I A
Gdlico - - - - - 0,3 -1,8 1,8 -
Clorogénico 8 51 16,2 13,9 8,4 57 12,5 21,2 10,8
Cafeico - - -2,6 - - -3 - 2,3 -1,9
Cumérico 11,7 259 17,4 204 253 392 18,9 - 18,6
Ferulico - 14 0,8 12 0,7 - 29 1,8 19

Tabla 2. Cantidad aproximada de veces en que H. cruentum supera a H. dentatum en los
contenidos de los 5 acidos fendlicos analizados en frondes con distintos estados de
hidratacion (hidratado, desecado y rehidratado) tras haber sido sometidas a tres tratamientos
hidricos y luminicos (B: irradianza bagja, |: irradianza alta, A: irradianza alta). Los signos
negativos que acomparian a algunos valores indican las situaciones en que H. cruentum es

superado por H. dentatum.

Finalmente, en ninguno de los 5 acidos analizados fue posible establecer €l nivel de
interaccion entre los factores especie, irradianza y estado hidrico foliar. No obstante, si se
pudo determinar en a menos 3 de ellos y en ambos helechos, la interaccion entre luz y
estado hidrico foliar. En H. cruentum los acidos analizados fueron e clorogénico, cafeico y
cumérico, existiendo interaccién significativa en los dos ultimos (p = 0,0008 y p = 0,04,
respectivamente); mientras que en H. dentatum se hizo lo propio en los &acidos gélico,
clorogénico y cumarico, obteniendo interaccion significativa en los dos primeros (p = 0,002
y p = 0,001, correspondientemente). Asimismo se pudo determinar sdlo en algunos acidos,
aunque en las 3 irradianzas, € nivel de interacciéon entre los factores especie y estado
hidrico foliar. En condiciones de irradianza baja los acidos analizados fueron €l gdlico,
cafeico y ferdlico, obteniendo significancia en los dos primeros (p = 0,01 y p = 0,04,
respectivamente). Sin embargo, airradianzaintermedia solo se pudo evauar €l &cido gdico

habiendo en éste una ata interaccién (p = 0,003); en tanto que a irradianza alta se logré
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analizar los acidos cafeico y ferdlico no obteniendo valores significativos en ninguno de
ellos (p >0,05). Por su parte, también fue posible establecer en ciertos &cidos, pero en los 3
estados hidricos foliares, la interaccion entre los factores especie e irradianza. En el estado
“hidratado” tal relacion pudo determinarse en los acidos galico y ferdlico, no siendo
significativa en ninguno de los dos (p > 0,05); en el “desecado” sélo pudo ser evaluada en
el &cido gdlico no obteniendo significancia (p > 0,05); y en el “rehidratado” pudo ser
constatada en los acidos cafeico y ferdlico, siendo significativa solo en € primero (p =

0,02).

V.5.2. Flavonoides

Al anadlizar el efecto de cada factor de manera intraespecifica, se obtuvo que €
estado hidrico foliar incide sélo a las irradianzas intermedia y alta en los contenidos de
miricetina y kaempferol de H. dentatum. A intensidad intermedia, los contenidos de
miricetina en estado “rehidratado” fueron 1 vez més altos que el estado “hidratado” y 2,4
veces mayores que los del “desecado” (p = 0,0004); en tanto que los de kaempferol
mostraron el patrén inverso a disminuir 2,2 veces en estado “rehidratado” en relacion alos
del “hidratado” y 2,4 veces en comparacion con los del “desecado” (p = 0,02) (Tabla 3,
panel inferior). A intensidad alta, sin embargo, tanto los contenidos de miricetina como de
kaempferol disminuyeron con la reincorporacion de agua en las frondes. Los valores en
estado “rehidratado” de la miricetina fueron 1,2 veces mas bajos que los del “desecado” (p
= 0,04); a mismo tiempo que los del kaempferol decayeron 2,8 veces con respecto alos del

“hidratado” (p = 0,04) (Tabla 3, panel inferior).
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Hymenoglossum cruentum

Hidratado Desecado Rehidratado
Flavonoide
[Mg/gPS] B | A B | A B | A
Rutina 157+12 193+35 160+28 149+10 148+28 144+19 111+20 105+37 178+31

Miricetina 42+01 51+13 41+08 49+03 50+06 52+07 39+x11 47+14 55+08
Quercetina 52+02 72+15 58+09 52+05 65+05 62+05 42+04 51+06 64+05
Kaempferol 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00 29+09 004+00 0100

Hymenophyllum dentatum

Hidratado Desecado Rehidratado
Flavonoide
[mg/gPS] B | A B | A B | A
Rutina 08+01 08+00 02+00 05+01 05+01 08+02 05+01 05+01 06+01

Miricetina 01+00 02+00 02+00 02%+00 01+00 02+00 02+00 03+00 01+00
Quercetina 02+00 01+00 01+00 01+x00 01+00 01+00 01+00 01+00 0100
Kaempferol 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00 00+00 00x00

Tabla 3. Contenidos de los cinco flavonoides analizados en frondes de H. cruentum (panel
superior) y H. dentatum (panel inferior) con distintos estados de hidratacién (hidratado,
desecado y rehidratado) tras haber sido sometidas a tres tratamientos hidricos y luminicos

(B: irradianza baja, |: irradianza alta, A: irradianza alta). n = 5; p < 0,05.

Al igua que como se hizo con €l estado de hidratacion foliar, también se determing
laincidencia de lairradianza en la concentracion de flavonoides de ambos helechos. En H.
cruentum se constato efectos solo en el estado “rehidratado” al incrementar los contenidos
de rutina y quercetina conforme aumentaba la disponibilidad luminica. En la primera, se
observo un aumento de la concentracion a irradianza alta de arededor de 0,6 veces con
respecto a la baja e intermedia (p = 0,01); mientras que en la segunda solo se observo
diferencias entre la irradianza més dta y la mas bga a registrar en la primera
concentraciones que fueron en promedio 0,5 veces mayores que las registradas en

irradianza baja (p = 0,04) (Tabla 3, panel superior). Diferentemente, H. dentatum exhibio
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efectos de la irradianza en los 3 estados de hidratacion. En el “hidratado” se detectaron
concentraciones de rutina a irradianza bagja e intermedia +2,3 veces més atas que a
irradianza alta (p = 0,01); en tanto que en el “desecado” los contenidos de miricetina a las 2
intensidades luminicas extremas estuvieron en promedio 1,5 veces por encima de los
obtenidos a intensidad intermedia (p = 0,003). A su vez, en el estado “rehidratado” se
detectaron diferencias en el kaempferol a disminuir sus contenidos en alrededor de 2,3
veces a irradianza intermedia y 3,2 veces a irradianza ata, ambos con respecto a la
irradianza mas bagja (p = 0,0007) (Tabla 3, panel inferior).

Posteriormente, y a igual que como ocurrié con los acidos fendlicos, en los
flavonoides también se constataron diferencias evidentes entre los contenidos de ambas
himenofilaceas. No obstante, en este tipo de fenoles siempre fue H. cruentum e que
presento las mayores concentraciones. En concreto, los andlisis interespecificos demuestran
que € factor especie fue determinante para las concentraciones de rutina, en primera
instancia, quercetina, en segunda, y miricetina, en tercera. Esto debido a que los contenidos
de rutina registrados en H. cruentum fueron superiores a los de H. dentatum en
aproximadamente 182 veces en estado “desecado” (p = 0,0003), y en arededor de 704
veces en estado “hidratado”, ambos a la irradianza més alta (p = 0,01) (Tabla 3 y 4). Al
analizar la quercetina, las menores y mayores diferencias entre las concentraciones de
ambas especies se hallaron en el estado “hidratado” en las irradianzas baja e intermedia,
respectivamente, a exhibir H. cruentum vaores que superaban a los de H. dentatum en
alrededor de 34 veces en laprimera (p = 0,01) y 132 veces en la segunda (p = 0,01) (Tabla
3y 4). Luego, y en tercer lugar en cuanto a niveles de discrepancia se refiere, las
concentraciones de miricetina de H. cruentum superaron a las de H. dentatum en un

promedio minimo de 15 veces a intensidad luminica intermedia en estado “rehidratado” (p
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= 0,01) y arededor de un maximo de 57 veces en la misma irradianza, pero en estado
“desecado” (p = 0,01) (Tabla 3 y 4). Por ultimo, e cuarto flavonoide considerado en los
analisis, es decir, €l kaempferol, sdlo exhibio diferencias entre ambos helechos a irradianza
ata en estado “rehidratado”. En este caso, H. cruentum nuevamente alcanzo contenidos
mas atos que H. dentatum teniendo valores aproximadamente 2 veces mayores que

contraparte (p = 0,01) (Tabla3y 4).

Hidratado Desecado Rehidratado
Flavonoide
[Mg/gPS] B | A B | A B | A
Rutina 201,3 255,3 703,6 282,8 303,8 181,8 209,9 2269 2944

Miricetina 29 33,3 22,1 254 57,2 20,8 20,3 14,9 25,2
Quercetina 344 131,5 79,2 87,9 121,2 1125 41,5 428 1144
Kaempferol - - - - - - - - 2,1

Tabla 4. Cantidad de veces aproximada en que H. cruentum supera a H. dentatum en los
contenidos de los cuatro flavonoides analizados en las respectivas frondes en distintos
estados de hidratacion (hidratado, desecado y rehidratado) tras haber sido sometidas a tres
tratamientos hidricos y luminicos (B: irradianza baja, |: irradianza alta, A: irradianza ata).
Los signos negativos que acompaiian a algunos valores indican las situaciones en que H.

cruentum es superado por H. dentatum.

Finalmente, tampoco fue posible establecer € nivel de interaccion entre especie,
irradianza y estado hidrico foliar en ninguno de los 4 flavonoides considerados en este
trabgjo. Sin embargo, si se pudo determinar en algunos de ellos la relacion entre al menos
dos de los factores en cuestion. Para la irradianza y el estado hidrico foliar, solo se pudo
analizar dos flavonoides en cada especie coincidiendo entre ambas |la quercetina. El otro
flavonoide examinado en H. cruentum fue la rutina, mientras que en H. dentatum fue la

miricetina. Este ultimo fue el Unico que arrojo interaccion entre los factores con un valor p
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igual a 0,0003. Por su parte, la relacion entre especie y estado hidrico foliar solo pudo ser
determinada a intensidad luminica baja y para el kaempferol, no existiendo interaccion
entre los factores (p > 0,05). Asimismo, la interaccién entre especie e irradianza solo pudo
ser evaluada en el estado “rehidratado” y Unicamente para el kaempferol, obteniendo una

interaccion significativa (p = 0,01).

V.6. Contenidos de tococr omanoles
V.6.1. Tocoferoles

De | os tocoferol es detectados en ambos helechos, sdlo se constato efectos del estado
hidrico foliar en los contenidos de a-tocoferol de H. cruentum (Fig. 23). Dichos efectos
ocurrieron a las tres irradianzas, pero no siempre en e mismo estado de hidratacion. En
condiciones luminicas baja y ata se obtuvo una disminucién de casi € 50% en frondes
rehidratadas con respecto a las desecadas (p = 0,015; p = 0,047, respectivamente); mientras
que a irradianza intermedia se observé un incremento de alrededor del 200% en frondes
desecadas con respecto a las hidratadas (p = 0,038) (Fig. 23A). Verificando luego la
incidencia de la intensidad luminica, ésta se hallé en ambas especies, pero sdlo en frondes
hidratadas. Ademas, € tipo de tocoferol afectado no coincidié entre los helechos. H.
cruentum exhibio a irradianza ata, y con respecto a la bgja e intermedia, un decai miento
del 46% en las concentraciones de d-tocoferol (p = 0,014; Fig. 23A); en tanto que H.
dentatum a la misma condicién luminica, pero Unicamente en relacion a la irradianza mas
baja, lo hizo en alrededor de un 37% en las de a-tocoferol (p = 0,011; Fig. 23B).

Al analizar luego las diferencias desde €l punto de vista interespecifico, éstas se
obtuvieron tanto en los tipos como en los contenidos de tocoferoles presentes en cada una

de las especies. De los 4 tocoferoles analizados (a-, B, y- y d-tocoferol), en H. cruentum se
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detecto 0- y d-tocoferol; mientras que en H. dentatum se hallé solo el primero de ellos (Fig.
23). De esto se desprende que las diferencias en contenidos entre las especies fueron
obtenidas en dicho antioxidante. En estado desecado, H. cruentum superé aH. dentatum en
un 37% airradianza baja (p = 0,033) y en un 30% airradianza alta (p = 0,030) (Fig. 23). A
su vez H. dentatum super6 a H. cruentum solo en estado hidratado a irradianza intermedia

(p = 0,016), arrojando contenidos que superaban en un 40% a los de su contraparte (Fig.

23Ay B).
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Figura 23. Contenidos de a- y d-Tocoferol, expresados como g de pigmento (ug Pig) por
gramo de peso seco (g PS), en extractos foliares de H. cruentum (A) y H. dentatum (B)
cuyas frondes fueron sometidas a tres tratamientos hidricos y luminicos. Las letras y
simbolos sobre las barras indican los resultados de los andlisis estadisticos (Letras
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mayusculas. comparacion entre estados de hidratacion, Letras minlsculas. comparacion
entre intensidades luminicas, Asteriscos: comparacion entre especies.). Diferentes letras y
cantidad de asteriscos reflgjan discrepancias entre los valores bajo comparacion (n=5; p <
0,05).

V.6.2. Plastocromanol-8 (PC-8)
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Figura 24. Contenidos de plastocromanol-8 (PC-8) (expresados como g de pigmento por
gramo de peso seco (g PS)) en frondes de H. cruentum (A) y H. dentatum (B) sometidas a
tres tratamientos hidricos y luminicos. Las letras y simbolos sobre las barras indican los
resultados de los andlisis estadisticos (Letras mayusculas. comparacion entre estados de
hidratacion, Letras mindsculas: comparacion entre intensidades luminicas, Asteriscos:
comparacion entre especies.). Diferentes letras y cantidad de asteriscos reflgjan
discrepancias entre los valores bajo comparacion (n=5; p < 0,05).

Como se observa en lafigura 24, el principal resultado en este tococromanol fue su
presencia solo en H. dentatum. Aun cuando se encontraba presente en esta especie, las
concentraciones fueron en general bastante bgjas. No superaron los 5ug Pig/lg PS en

ninguna de las situaciones experimentales. En cuanto a efectos sobre ellas del estado
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hidrico foliar y/o de lairradianza, los analisis no demuestran incidencia de ninguno de estos
factores. Por dltimo, y como en todos los parametros anteriores, tampoco fue posible
determinar € nivel de interaccion entre los mismos debido a que los datos no cumplieron

con los supuestos estadisticos.

V1. DISCUSION

La mayoria de los trabajos que han abordado los mecanismos de proteccion
antioxidante de plantas tolerantes ala desecacion, se han centrado en estudiar |as respuestas
enziméticas y no enzimaticas mas tipicamente asociadas a la prevencion del estrés
oxidativo (Navari-1zzo, 1997a, b; Farrant, 2000; Augusti et al., 2001; Kranner et al., 2002;
Kranner, 2009; Sherwin & Farrant, 1998). Asi la capacidad antioxidante como un todo, y
en especia los compuestos fendlicos (Sgherri et al., 2004; Bagniewska-Zadworna et al.,
2008), y tococromanoles distintos a tocoferol, han sido rara o nulamente incluidos. Lo
mismo ha ocurrido con los helechos de la familia Hymenophyllaceae, los que ademés de
tener una anatomiafoliar Unica (en cuanto a plantas terrestres se refiere) y ser desde hace ya
mucho tiempo reconocidos como plantas de resurreccion (Shreve, 1911; Iwatsuki, 1990;
Proctor, 2003), son también uno de los componentes epifitos principales de los bosgues
tropicales y templados-lluviosos de alrededor del mundo. De acuerdo con esto, € presente
trabajo de tesis contribuye al conocimiento de |os mecanismos fisiol 6gicos implicados en la
tolerancia a la desecacion de los helechos pelicula; los cuales, a pesar de su anatomia foliar
tan simple, son atamente eficientes en la preservacion de los tegjidos fotosintéticos que

sufren ciclos de desecacion y rehidratacion bajo condiciones luminicas diversas.

VI.1. Hymenoglossum cruentum v/s Hymenophyllum dentatum
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Los resultados obtenidos apoyan lo propuesto en cuanto a que dos de las
Hymenophyllaceae que difieren en sus preferencias de microhdbitat a causa de sus grados
de tolerancia a la desecacion y requerimientos luminicos distintos, difieren también en sus
capacidades de proteccion antioxidante. Esto quedd de manifiesto al constatar que H.
cruentum, especie modelo de habito més restringido, posee siempre alrededor de un 20%
menos capacidad de remocion de radicales libres (DPPH") que H. dentatum, especie méas
ampliamente distribuida (Fig. 16). Estas discrepancias en capacidad antioxidante (CAOX)
fueron respaldadas por |os respectivos niveles de peroxidacion lipidica, pero no sustentadas
por las correspondientes acumulaciones de EROs. H. cruentum fue el helecho que tendio a
exhibir siempre los contenidos mas atos de MDA (Fig. 19). Sin embargo, la nula
acumulacion de O;” y lainferior depositacion de H,O, en € mismo, se escapan totalmente
de lo esperado y del patron de respuesta mostrado por H. dentatum (Fig. 17 y 18). A pesar
de tal discordancia entre los resultados, los niveles de MDA vy los valores de F/Fr, en las
tres irradianzas demuestran efectos negativos de la intensidad luminica més ata en la
tolerancia de H. cruentum a situaciones de déficit hidrico extremo (Fig. 19 y 20). Por lo
tanto, también se confirma que la CAOX inferior de este helecho efectivamente
compromete su tolerancia a la desecacion bajo condiciones luminicas que superan sus
optimos fotosintéticos, aceptandose asi en su totalidad la primera de las hipétesis. Al
analizar un poco més los resultados, se puede inferir que los niveles de peroxidacion
lipidica relativamente maés altos de H. cruentum, asi como también, el decaimiento notorio
de sus F/F, tras la rehidratacion a las irradianzas mayores, se deberian més a estrés
oxidativo ejercido, por gemplo, por e 'O, producido a nivel de la cadena transportadora de

electrones cloroplastidial (Krieger-Liszkay, 2005), que a OH’ generado por la
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transformacion del H,O, através de la reaccion de Fenton (Edreva, 2005). Esta suposicion
cobra valor a considerar que los complejos cosechadores de luz y los centros de reaccion
de los fotosistemas de plantas poiquiloclorofilicas (dentro de las que se encuentran los
helechos en cuestion), siguen absorbiendo energia luminica aliin en estado desecado (Heber
et al., 2006). Y s a esto se le suman los puntos de saturacion luminica mas bajos de H.
cruentum (Parra et al., en preparacion), y una posible disminucién en su capacidad para
disipar térmicamente e exceso de energia bgjo situaciones de déficit hidrico, es muy
probable que en @ se generen concentraciones méas atas de 'O,. De ser asi, no es de
extraiar gue entre los blancos del atague oxidativo hayan estado la proteina D; del FSII y
los lipidos constituyentes de la membrana plasmatica de |os cloroplastos (Aro et al., 1993;
Niyogi, 1999), lo cua coincide en plenitud con los valores de F,/Fy, y los contenidos de
MDA de ambas especies. De lo anterior se desprende que las CAOXs digtintas entre las
Hymenophyllaceae influyen en los grados de tolerancia al estrés provocado por déficit
hidrico extremo e irradianza, 1o cual repercute a su vez en la distribucion y amplitud
ecol 0gica de estos helechos al interior del bosgue.

A las diferencias interespecificas ya especificadas, se suma también el efecto que €
estado de hidratacion gjerce sobre la CAOX de ambos helechos. Puntual y efectivamente, €
déficit hidrico extremo sblo afecta de forma negativa la CAOX de H. cruentum (Fig. 16).
No obstante, las diminuciones en dicho parametro no muestran un patron claro y
consistente que permita decir fehacientemente que tal grado de déficit hidrico influye en las
frondes a desecarse y més alin luego a rehidratarse, pues, aunque se observaron cambios
en ambos estados de hidratacion, éstos no ocurrieron bajo la misma condicién luminica (en
el caso de las primeras se observé sblo airradianza baja, mientras que en las segundas se

detecto solo a irradianza ata) (Fig. 16A). Ademés, la CAOX de estas Ultimas fue solo
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menor que la de sus pares desecados, por lo que a no diferir de las permanentemente
hidratadas bajo la misma condicién luminica y tampoco ser, en proporcion, inferiores a la
de las frondes desecadas en la irradianza mas baja, no se puede aseverar que € déficit
hidrico extremo disminuye en mayor medida la CAOX de frondes rehidratadas que de
desecadas. Asi la segunda hipoétesis puede ser aceptada solo parciamente, pues aungue €
déficit hidrico extremo efectivamente induce una disminucion dela CAOX de H. cruentum,
no provoca durante la rehidratacion un decaimiento superior a inducido durante la
desecacion.

Al examinar, por otro lado, una posible relacion entre los contenidos de fenoles y
tococromanoles con el pardeamiento exhibido con anterioridad en frondes rehidratadas de
H. cruentum (Parra et al.,, datos sin publicar), los resultados reflggan que tal
correspondencia si existe. No obstante, se debe tener cuidado con esta aseveracion. Aunque
existen tales coincidencias, los experimentos del presente trabajo no confirman que sea €
estrés por desecacion/rehidratacion e que induce tal nivel de oxidacion de los fenoles a
cumplir con su labor como antioxidantes durante tales condiciones. De hecho, y aun cuando
se observo una disminucion de los CFT en estado desecado conforme aumentaba la
irradianza incidente, en ninguno de los tratamientos se observo pardeamiento alguno (Fig.
21). Esto hace pensar que aungue efectivamente existen diferencias importantes entre los
tococromanol es protectores de membrana de H. cruentumy H. dentatum (las cualesindican
que & primero posee menos proteccion antioxidante en sus membranas tilacoidales), éstas
no tienen relacién directa con los niveles de pardeamiento observados con anterioridad.
Asimismo, y aun cuando H. cruentum no es precisamente €l que posee concentraciones
congtitutivas y/o inducidas mas dtas de CFT (Fig. 22), € tener notoriamente més acido

clorogénico y otros fenoles potencialmente oxidables (Tabla 1), indica que € pardeamiento
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en cuestion seria e resultado de la oxidacion y consecuente transformacion de éstos en o-
quinonas (compuestos que por polimerizacion espontanea generan melaninas).
Considerando tales resultados, la manipulacion constante a la que fueron sometidas las
frondes de ambas especies en experimentos anteriores y la escasa realizacion de la misma
en los presentes, se puede inferir que e pardeamiento de H. cruentum seria el resultado de
la oxidacion de los compuestos fendlicos (principalmente acido clorogénico) por accion de
la(s) enzima(s) polifenol oxidasa (PPO) y/o peroxidasas (POD). Se cree que la
manipulacion excesiva de las frondes en trabgos anteriores, asi como también, las
caracteristicas foliares de H. cruentum (fronde entera) tuvieron como consecuencia la
exposicion de dichos tejidos a estrés mecanico severo. Esto se tradujo en la pérdida de la
integridad celular y, por ende, de la compartamentalizacion de tales fenoles y enzimas,
quedando éstos libres y en contacto en e espacio intracelular. Consecuentemente, se
produjeron las reacciones de oxidacion y generacion de o-quinonas pertinentes, 1o cual dio
paso a pardeamiento de los tejidos foliares.

Por dltimo, y dada la trascendencia que pueden llegar a tener estos resultados, es
importante recalcar las diferencias en contenidos y tipos de tococromanoles detectados en
ambos helechos. El que H. cruentum posea a- y 6-tocoferol, pero carezca en su totalidad de
PC-8, pueden ser parte de las razones que lo hagan mas sensible al estrés foto-oxidativo
sufrido durante la desecacion de sus frondes bajo condiciones luminicas que superen sus
optimos fotosintéticos. Esto a razon de que € PC-8 posee caracteristicas fisicas muy
similares al y-tocoferol (Lushchak & Semchuk, 2012), tococromanol que a su vez se
asemeja al a-tocoferol en cuanto a actividad antioxidante se refiere (Bergmdller et al.,
2003; Abbas et al., 2007). De esta manera, la fata de PC-8 no puede ser suplida a

cabalidad por el d-tocoferol, por o que las membranas tilacoidales de H. cruentum quedan
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mas expuestas a dafios oxidativos.

V1.2. Hymenophyllaceae v/s otras plantas de resurreccion

Al comparar |os resultados de ambos helechos con los exhibidos por otras plantas de
resurreccion, se obtienen tanto similitudes como discrepancias. En € primero de |os casos,
la CAOX de las himenofilaceas es inferior a la reportada para los brotes del arbusto
Myrothamnus flavellifolius (Motlhanka & Mathapa, 2012). Con sélo 25pg/ml de estos
brotes se alcanza un 66% de disminucion de la absorbancia del DPPH'; en tanto que con
80-100ug/ml de tgido foliar de H. cruentum y H. dentatum se consigue, respectivamente,
sblo arededor de un 40% y un 60% (Fig. 16). Sin embargo, es importante destacar que, a
momento de los andlisis, las alicuotas de H. dentatum estabilizaron dicho radical antes de
los 10 minutos de reaccion. Esto podria estar indicando que con un extracto menos
concentrado se pueden alcanzar las mismas inhibiciones de la absorbancia aqui sefidladas,
guedando asi éstas mas cercanas en eficiencia a las reportadas para M. flavellifolius. Por su
parte, las variaciones en proteccién antioxidante en H. cruentum discrepan con lo exhibido
por Haberlea rhodopensis, quien presentdé arededor de un 40% méas CAOX en hojas
desecadas que en hidratadas (Berkov et al., 2011). No obstante, se debe tener cuidado con
esta comparacion ya que, a haber sido los experimentos de desecacion realizados en
oscuridad en la dicotiledonea, las diferencias entre sus hojas hidratadas y desecadas podrian
deberse silo a que las primeras presentaban mayor sobreproduccion de EROs y menor
CAOX por haber sido procesadas directamente desde condiciones luminicas de invernadero
(exposicion a fotoperiodo). Tal observacion se basa en que al analizar la incidencia de la
luz en los tratamientos de desecacion y rehidratacion de los helechos pelicula, se pudo

constatar que ésta en ningun caso provoca un incremento de la CAOX de frondes desecadas
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con respecto a las hidratadas (Fig. 16). De hecho, los Unicos cambios inducidos por
deshidratacion extrema ocurrieron alaintensidad luminica mas bgjay solo en H. cruentum,
siendo éstos de disminucion (Fig. 16A). Cotgando luego los niveles de peroxidacion
lipidica con aquellos de Ramonda nathaliae, se obtienen respuestas bastante similares entre
éstay H. dentatum, pero algo distintas con las de H. cruentum. Los contenidos de MDA en
hojas desecadas y rehidratadas de la “Ramonda de Natalie” son ligeramente inferiores alos
de su control hidratado (Jovanovic et al., 2011). Esto coincide con frondes de H. dentatum
desecadas y rehidratadas a irradianza intermedia, y con aguellas rehidratadas a irradianza
ata. En cambio, las frondes de H. cruentum con distintos CRA no exhibe diferencias entre
si bgjo ninguna de las 3 condiciones luminicas (Fig. 19). Ahora si también se compara la
concentracion de MDA de frondes desecadas y rehidratadas de los helechos con la de los
dos morfos de la hepatica Jamesoniella colorata (Hooijmaijers, 2008), se obteniene
marcadas diferencias. Los contenidos maximos de MDA de las frondes permanentemente
hidratadas de los helechos son casi 16 veces inferiores a los de los morfos control de la
hepética (+78nmol/gPS); en tanto que las frondes desecadas y rehidratadas poseen como
minimo, y respectivamente, unas 8 y 12 veces menos MDA que los morfos desecados
(x82nmol/gPS) y rehidratados (£100nmol/gPS) de J. colorata. Por otro lado, la falta de
depositacion de formazan en H. cruentum y la acumulacion excesiva del mismo en H.
dentatum, coinciden y discrepan, respectivamente, con la acumulacién de EROs reportada
para la ya mencionada R. nathalie. Durante y tras los episodios de desecacion vy
rehidratacion bajo condiciones luminicas naturales (condiciones de invernadero segun los
autores), no se detectd en ésta depdsitos de formazan que indiquen que la generacion de

O:" en sus hojas haya sobrepasado significativamente la capacidad de su detoxificacion por
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parte del sistema antioxidante (Jovanovic et al., 2011). No obstante, la depositacion ligera
del compuesto rojizo-café (indicativo de presencia de H,O,) en H. cruentum y la
acumulacion evidente del mismo en H. dentatum, son completamente opuestas a o
exhibido por la fanerégama. Aunque las hojas de esta Ultima presentaron una acumulacién
notoria de H,O, en las fases tempranas y medias de la desecacion, ésta desaparece por
completo tanto en sus pares completamente desecadas como en aquellas analizadas 24
horas después de la rehidratacion (Jovanovic et al., 2011). En cuanto a los CFT, e que las
himenofilaceas contengan concentraciones iguales o incluso mucho mas atas que las hasta
ahora reportadas para otras plantas tol erantes a la desecacion (Tabla 5), fue sin duda uno de
los aspectos que mas llamo la atencién. Esto debido a que la anatomia foliar tan simple

(monolaminar) de estos helechos hace suponer, en principio, que poseen concentraciones

bastante més bajas.
Plantas de resurreccion Fenolestotales
(mg EAG/g PS)
H. cruentum 269 (36,3)
H. dentatum 341 (47,4)
M. flabellifolious 247,1 (15,9)
C. wilmsii 47,9 (1,3
C. plantagineum 43,4 (5,1)
C. pumilum 41,5 (2,3)
X. humilis 38,9 (0,6)
X. viscosa 39,6 (1,5)
X. schlecterii 458 (5,1)
E. nindensis 10,5(1,1)
Plantas sensibles
E. curvula 6,8 (1)

Tabla 5. Concentracién de compuestos fendlicos totales en hojas normalmente hidratadas
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de distintas plantas de resurreccién y una planta sensible a la desecacion (extraido y
modificado de Farrant et al. 2007).

Otro aspecto que también destaco, fue la falta de variacion de las concentraciones
de H. cruentum y H. dentatum conforme lo hacia el estado de hidratacion de sus frondes
(Fig. 22). En vista de lo reportado para H. rhodopensis, en la cua la desecacion foliar
induce incrementos de hasta 4,5 veces en la sintesis de CFT (Georgieva et al., 2007;
Djilianov et al., 2011), asi como de los niveles de pardeamiento evidenciados con
anterioridad en las frondes rehidratadas de H. cruentum (Parra et al., datos sin publicar), se
esperaba que a menos en este Ultimo la desecacion provocara un aumento en las
concentracion total de dichos compuestos (esto con el objeto de obtener mayor proteccion
antioxidante durante la rehidratacion). Aunque |os resultados efectivamente demostraron
variaciones en los fenoles totales de frondes desecadas de H. cruentum, éstos no fueron de
incremento si no que de disminucion. Ademéas, no dependieron solo de la pérdida de agua,
sino que también de irradianzas iguales o superiores a 30umol foton m?s? (Fig. 22). Esto
hace inferir que la deshidratacién extrema en esta especie no induce por si sola la
utilizacion de estos compuestos como antioxidantes. Lo anterior a razon de que necesita de
irradianzas que superen sus Optimos fotosintéticos y, por ende, generen mayor presion de
excitacion sobre su aparato fotosintético, activando (o sobreactivando) recien alli este
mecanismo de proteccion antioxidante.

Junto con las concentraciones atas de CFT en los 2 helechos pelicula ambas
himenofil aceas, también sobresalen en ellos los contenidos de algunos acidos fendlicos y
flavonoides. De los 5 é&cidos analizados, € mas abundante fue siempre e clorogeénico;

mientras que de los 4 flavonoides |o fue larutina (Tablas 2 y 3). La predominancia de dicho
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acido en ambas himenofilaceas concuerda con lo reportado para Asplenium ceterach
(Zivkovi¢ et al., 2010) y Ramonda serbica (Sgherri et al., 2004). Con la primera de las
especies, H. cruentum y H. dentatum coinciden también en la presencia de écido cafeico;
mientras que con la segunda lo hacen ademas con los acidos galico y ferdlico. No obstante,
no pueden descartarse mas similitudes, arazon de que |os respectivos trabajos no utilizaron
exactamente los mismos estéandares de polifenoles. Ahora s se comparan entre si las
concentraciones, se tiene que ambas himenofilaceas sobrepasan a A. ceterach en los
contenidos de los 2 &cidos; en tanto que con R. serbica lo hacen sélo en uno de ellos. Delos
dos helechos pelicula, es con H. cruentum con el que se detectan las diferencias mayores.
Con éste, A. ceterach (helecho doradilla) difiere en los contenidos de écido clorogénico de
frondes hidratadas en aproximadamente 5 veces, mientras que con las desecadas |0 hace en
unas 6 veces. Haciendo el mismo gercicio con el acido cafeico, se tiene que A. ceterach
posee concentraciones arededor de 0,18 mg/g PS inferiores en frondes hidratadas y 0,06
mg/g PS menores en las desecadas (Zivkovic et al., 2010). Con R. serbica, por € otro lado,
las discrepancias en los contenidos de acido clorogenico se hacen mucho mas grandes. H.
cruentum posee (como promedio de las tres irradianzas) 52, 125 y 41 veces mas que la
dicotiledonea en los tgjidos foliares hidratados, desecados y rehidratados, respectivamente.
Si se efectia ahora e mismo tipo de comparaciones, pero con los datos disponibles sblo
paralas hojas desecadas de H. rhodopensis, se tiene que en éstas el acido mas abundante no
es € clorogénico, sino que € singpico (Mihaylova et al., 2011). Esta forma de &cido
cindmico (Vermerris & Nicholson, 2006), no fue analizada en los helechos, 1o cua hace
imposible efectuar comparaciones mas directas. En cambio, éstas si pueden llevarse a cabo
con los é&cidos cafeico, clorogénico, ferdlico y gdlico, asi como también, con los

flavonoides rutina, miricetina, quercetina y kaempferol (considerando para este propésito
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solo las frondes desecadas de los helechos). Todos estos se encontraron en concentraciones
mucho menores en H. rhodopensis (Mihaylova et al., 2011). Las diferencias més grandes
en los écidos estuvieron en € gdlico, €l cua no esta presente en ella y si en ambas
himenofilaceas, y en e clorogénico, que se encuentra mas abundante en alrededor de 22,6
veces en H. cruentum y 1,5 veces en H. dentatum. En cuanto a los flavonoides, € méas
abundante en las 3 especies fue la rutina. No obstante, €l primer lugar 1o sigue teniendo H.
cruentum con un promedio (nuevamente entre las 3 irradianzas) de 62,7 mg/g PS, seguido
por H. dentatum con 6,6 mg/g PS, y por H. rhodopensis con 2,22 mg/gPS. Ademas de las
diferencias en las concentraciones de polifenoles, se tienen también las discrepancias en €
efecto que gerce e estado hidrico foliar sobre las mismas segin sea la especie de
resurreccion. Por giemplo, en Selaginella lepidophylla y H. rhodopensis la desecacion
induce, respectivamente, la acumulacion de fendlicos como el cafeato, flavonoles como la
apigenina y la naringenina, y fenilpropanoides como el acohol coniferilico (Yobi et al.,
2013), o un incremento en la concentracion de fenoles totales (Djilianov et al., 2010). En
cambio en R. serbica ocurre la respuesta opuesta, pues los acidos fendlicos disminuyen en
hojas desecadas (Sgherri et al., 2004; Veljovic-Jovanovic et al., 2008). Para e caso
especifico de las himenofilaceas, los cambios en e estado de hidratacion de sus frondes no
produjeron mayores variaciones en la concentracion de los polifenoles de H. cruentum,
pero si lo hicieron en mayor medida con los de H. dentatum. De hecho, en € Ultimo se
detecté siempre (bajo todas las irradianzas) variaciones en al menos uno de los acidos y
cas siempre (en las dos irradianzas mas altas) en al menos 2 de los flavonoides. Los
cambios evidenciados fueron, en su mayoria, en la condicion desecada respecto a la
hidratada, siendo principalmente de disminucion en las irradianzas bagja e intermedia, y de

incremento en la més alta (Tabla 2 y 3). Estas respuestas de disminucion en a menos uno
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de los acidos de los helechos pelicula, se asemejan mas alas de R. serbica. Esto sugiere que
en estas tres especies tales compuestos podrian tener un rol importante en la proteccion
contra el estrés oxidativo a funcionar como sustratos para las PPOs y/o PODs (Hadzi-
Taskovic Sukalovic et al., 2003, Sgherri et al., 2003; Sgherri et al., 2004). Un punto
importante a destacar en favor de este estudio, y que lo distingue de los otros trabajos con
plantas de resurreccion en el topico, es la inclusion de condiciones luminicas distintas en
los tratamientos hidricos. Gracias a esto se puede decir gque las respuestas de incremento o
disminucion de los contenidos de polifenoles, no necesariamente son las mismas si los
episodios de desecacion/rehidratacion ocurren bajo condiciones de irradianza diferentes a
las experimentales. Evidencia clara de esto es lo que ocurre con H. cruentum y H.
dentatum, en los cuales el acido cafeico disminuye en estado desecado respecto a hidratado
bajo condiciones de +30 pumol foton m?s?, pero aumenta bajo irradianzas de +150 umol
foton m?s™® (Tabla 2 y 3). Esto demuestra que aun cuando la concentracién de polifenoles
puede depender del estado hidrico foliar, bajo condiciones naturales de campo las
respuestas estarian mayormente moduladas por la interaccion entre éste y la intensidad
luminicaincidente.

Por otro lado, y contrario a lo hasta ahora realizado, |os resultados concernientes a
los tococromanol es de ambas himenofilaceas no pueden ser comparados en su totalidad con
los de otras plantas de resurreccion. Esto arazon de que en € tema alin existen muy pocos
estudios que relacionen la presenciay contenidos de estos antioxidantes con la tolerancia a
la desecacion de tejidos fotosintéticos. De hecho, hasta la fecha existen sdlo tres trabgos en
donde se analizé la concentracion de tocoferoles foliares y la incidencia sobre la misma del
estado hidrico de las hojas. Cotejando los resultados de ellos con los obtenidos para los 2

helechos, se tiene que los Ultimos concuerdan con Selaginella lepidophylla en la presencia
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de dos formas de tocoferol, pero difieren con M. flabellifolious y Sporobolus stapfianus que
poseen tres. Ademéas se obtuvo que los tipos de tocoferoles en las himenofilaceas no
concuerdan del todo con los descritos para las otras tres plantas. Especificamente, €
licopodio, € arbusto y la graminea presentan, respectivamente, a- y B-tocoferol (Yobi et
al., 2013), a-, y- y d-tocoferol (Kranner et al., 2002), y a-, B- y d-tocoferol (Oliver et al.,
2011); en tanto que H. cruentum posee a- y d-tocoferol y H. dentatum tiene Gnicamente a-
tocoferol. Taes diferencias entre las especies y grupos funcionales, podrian estar
explicadas por discrepancias, por gemplo, en la disponibilidad de sustratos para las
tocoferol-ciclasas 0 en la sintesis y/o actividad de las mismas para utilizar € 2-metil-6-fitil-
1,4-benzoquinona (MPBQ) y € 2,3-dimetil-6-fitil-1,4-benzoquinona (DM PBQ), y generar,
segun corresponda, - o0 y-tocoferol. Asi, en ciertas ocasiones se puede ver favorecida la
sintesis de uno de estos compuestos, 10 que junto con una sobreexpresion de lay-tocopherol
metiltransferasa (enzima que a partir de 6- 0 y-tocoferol genera B- o a-tocoferol) puede
traducirse en su rgpida conversion en e consecuente producto y, por ende, la falta de
pesquisa del otro (Shintani & DellaPenna, 1998; Porfirova et al., 2002; Collakova &
DellaPenna, 20033, b; Sattler et al., 2003; Kanwischer et al., 2005). Por su parte, cuando se
cotgjan los efectos del estado hidrico foliar sobre la concentracion de los tocoferoles
coincidentes entre las plantas mencionadas, se tiene que tanto en H. cruentum como en S.
stapfianus la desecacion induce la sintesis de a-tocoferol. A pesar de que existen ciertas
diferencias entre ellas en la magnitud de |a respuesta, éstas no son tan amplias como podria
esperarse si se considera las anatomia foliar tan distinta entre los dos grupos. La relativa
cercania en incremento de contenidos de a-tocoferol es principalmente evidente a

comparar las concentraciones de la graminea con las de H. cruentum a irradianza



intermedia (Fig. 23A). En ésta, las frondes desecadas del helecho exhiben concentraciones
2 veces superiores a las hidratadas; en tanto que las pares desecadas de S. stapfianus
superan en 2,8 veces a aquellas hidratadas (Oliver et al., 2011). Opuesto a dichos
incrementos, se encuentran e decaimiento de un 75% del a-tocoferol de hojas desecadas de
M. flabellifolius (con respecto a las hidratadas o control), (Kranner et al., 2002), y la
ausencia de cambios en e mismo en S. lepidophylla (Yobi et al., 2013). Estos resultados
también Ilaman la atencion debido a que a la irradianza en que se efectuaron los
experimentos con el arbusto y € licopodio, y que equivale ala méas baja de las aplicadas a
los dos helechos, no se detecto variacion alguna en estos ultimos (Fig. 23A-B). Finalmente,
y en cuanto a PC-8, éste es su primer registro en organismos vegetales reconocidos
oficialmente como plantas de resurreccion. Asi la Unica alternativa de comparacion posible
es acudir a aquellos trabgjos en los que ha sido considerado a modo de herramienta
taxonémica (Velasco & Goffman, 2000), cuantificado como parte del sistema antioxidante
(Strzalka et al., 2009; Strzalka et al., 2011), o analizado en relacion a su rol fisiologico
especifico en plantas sensibles a la desecacion (Meéne-Saffrané et al., 2010, Szymanska &
Kruk, 2010a, 2010b; Zbierzak et al., 2010). Aun cuando & PC-8 se encuentra presente en
H. dentatum, los contenidos en é detectados estan muy por debgjo de o reportado para
formas vegetales superiores que habitan, por giemplo, la zona sur y Patagonia Chilena:
Araucaria araucana (132,0+8,4 ugPC/g PS), Fuchsia magellanica (66,0+£3,3 ugPC/g PS) y
Nothofagus betuloides (44,0+0,6 ugPC/g PS). Sin embargo, estan en €l rango de algunas
menores, como € briéfito Hypopterygium arbuscula (3,4+0,7ugPig/g PS) y la asteracea
Mutisia spinosa (2,8%0,2 ugPig/g PS), e incluso superan a otras como el helecho Blechnum
chilense, € cual, igua que H. cruentum, no posee PC-8 en sus frondes (Strzatka et al.,

2009). Ademés de tales similitudes y discrepancias, H. dentatum también exhibe
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concentraciones parecidas a dos musgos habitantes de la antartica: Syntrichia magellanica
(3,6 = 1,0 ug Pig/gPS) y Warnstrofia sarmentosa (3,8 £ 0,8 ugPig/g PS), pero difiere con
otros tres. Bryum pseudotrichetrum (12,7+£2,2 ugPig/lg PS), Polytrichastrum alpinum
(19,1+ 0.85 ugPig/g PS) y Sanionia georgicouncinata (0,0 pugPig/g PS), a exhibir éstos
contenidos por sobre los 10,0 ugPig/g PS o laausenciatotal del compuesto (Strzalka et al.,
2011). Aunque todavia no se ha establecido unarelacion directa entre la presencia/ausencia
de PC-8 y la tolerancia a la desecacion de plantas de resurreccion, tanto los resultados
obtenidos por éste y otros estudios (Olgnik et al., 1997; Gruszka et al., 2008; Szymanska
& Kruk, 2010; Nowicka et al., 2013), dgjan a la luz que este tococromanol puede ser
importante bajo situaciones en que €l déficit hidrico extremo y la alta irradianza acttan de
manera simultanea. Concretamente, la deteccion de los productos de oxidacion parcia o
total del PC-8 en sistemas de experimentacion ex vivo, in vitro e in vivo, demostraron que
éste es eficiente tanto en la inhibicion de la oxidacion de lipidos (Olgnik et al., 1997;
Nowicka et al., 2013), como en el “apagamiento” del ‘O, generado fotoquimicamente
(Gruszka et al., 2008; Szymanska & Kruk, 2010; Nowicka et al., 2013). Ademés, € que la
ausencia de tocoferoles, pero presencia de PC-8 (mutante vte2) haya atenuado o suprimido
los efectos que la carencia de tocoferoles, PC-8 y DMPBQ (mutante vte2 vtel) tuvo sobre
el desarrollo de pléantulas, crecimiento de la raiz y adecuacion biologica de Arabidopsis
thaliana, también apoya la teoria de que e PC-8 es un antioxidante lipidico esencial
durante la desecacion y quiescencia de semillas (Méne-Saffrané et al., 2010). Por lo tanto,
la presencia de PC-8 sdlo en H. dentatum, asi como también, en algunos de los bridfitos
gue habitan la Antartica, indica que este antioxidante puede ser muy importante en la
complementacion de la proteccion antioxidante de las membranas cloroplastidiales bajo

condiciones de deshidratacion extrema y alta irradianza. Esto podria ser en un futuro

86



proximo corroborado por medio de la deteccion del PC-OH en tejidos vegetativos de éstas
u otras especies de resurreccion, las cuales hayan sido previamente sometidas a
tratamientos similares alos empleados en este trabajo de tesis.

De todo lo anteriormente expuesto se puede concluir que cuando se comparan los
mecani Smos de proteccién antioxidante entre |os helechos peliculay otras plantas tol erantes
a la desecacion, los primeros exhiben respuestas que se encuentran perfectamente dentro
del rango de aquellas reportadas para especimenes tanto menos como mas evolucionados
(hepéticas y angiospermas, por gemplo). Asi y todo, esto no quiere decir que todas las
plantas de resurreccion presentan el mismo patron de respuesta (mecanismos de proteccion
y/o niveles de dafio) frente a ciclos de desecacion/rehidratacion bajo condiciones de
irradianza, sino mas bien que pueden compartir solo parte de él, o que de hacerlo
completamente, o hacen en grados distintos. Por ultimo, y dentro del contexto de cambio
climatico, |os resultados obtenidos en este trabajo indican que de cumplirse las predicciones
de descenso del 25-40% en |as precipitaciones y de incremento de 3-4°C en latemperaturas
de la zona centro-sur de Chile (37-45°S) hacia el afo 2100 (Conama, 2006), los helechos
pelicula mas sensibles a la desecacion podrian verse mucho mas afectados que aquellos
mas tolerantes. Esto no necesariamente por un efecto directo del déficit hidrico sobre ellos
(pues no se debe olvidar que son plantas tolerantes ala desecacion), si no que mas bien por
las consecuencias que éste traerd sobre sus foréfitos y vegetacion vecina sensibles a la
desecacion y que funcionan como huésped y/o protecciéon contra €l exceso de luz solar
incidente. Por lo tanto, y como una prediccién no muy alentadora, es probable que en los
préximos afios comiencen a observarse cambios negativos en la diversidad y abundancia de
las Hymenophyllaceae del centro-sur de Chile, a tener que restringir algunas de éstas su

distribucion a zonas de mas a sur en donde tanto la disponibilidad de sustrato como de
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proteccion frente ala intensidad luminica incidente no estén siendo afectadas por el cambio

climético local.

VI. CONCLUSIONESFINALES

1. Lasdiscrepancias en los grados de tolerancia ala desecacion de los helechos pelicula
con diferentes preferencias de microhabitat en un bosgue del sur de Chile, coinciden
también con diferencias en sus respectivas capacidades de proteccion antioxidante.
Asi, aguellas especies de habito mas restringido y que poseen menor capacidad de
remocion de radicales libres, son més sensibles a la desecacion de sus frondes bajo

condiciones luminicas que exceden sus 6ptimos fotosintéticos.

2.  Los efectos leves que e estado hidrico foliar y la intensidad luminica tienen en la
mayoria de las respuestas antioxidantes evaluadas en H. cruentum y H. dentatum,
indican que latolerancia a la desecacion de lafamilia Hymenophyllaceae es més bien
de tipo constitutivo que inducido por la deshidratacion y/o rehidratacion de sus

frondes.

3.  Los niveles de pardeamiento exhibidos por H. cruentum en experimentos previos se
deberian efectivamente a la oxidacion de polifenoles, siendo € &cido clorogénico €
principal sustrato. No obstante, tal reaccion seria provocada por € estrés mecanico
gjercido durante la manipulacion permanente de sus frondes para la determinacion de
ciertos parametros fisioldgicos (peso y eficiencia fotoquimica méxima), y no por su
utilizacion excesiva como moléculas antioxidantes durante la rehidratacion de las

mismas.
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