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RESUMEN

En el desierto hiperarido de Atacama, la disponibilidad de agua juega un papel crucial
para permitir la supervivencia de las plantas. Junto con las escasas precipitaciones, la
niebla marina ocurre con frecuencia a lo largo de la costa escarpada que alimenta
parches monoespecificos aislados de vegetacion de Tillandsia. En este estudio,
investigamos la abundancia y distribucion ceras de hoja en los individuos bromelia
Tillandsia landbeckii (planta CAM) para evaluar las adaptaciones a nivel molecular como
respuesta a condiciones extremadamente aridas. Analizamos n-alcanos de cadena larga y
acidos grasos en especimenes vivos (n = 59) recolectados de los principales ecosistemas
de dunas de Tillandsia a través de un transecto costero de 350 km. Encontramos que la
composicion de la cera de la hoja estaba dominada por n-alcanos con concentraciones
(promedio total de 160.8491.4 ug / g) hasta tres veces mas altas que los acidos grasos
(66.7£40.7 ug / g), probablemente como una adaptacion al ambiente hiperarido. Se
encontraron diferencias significativas en la distribucion de la cera foliar (Longitud Media de
la Cadena [ACL] e indice de Preferencia de Carbono [IPC]) en la zona norte en relacion
con las zonas central y sur. Encontramos fuertes correlaciones negativas entre el CPI de
acidos grasos y el LCA de n-alcano con precipitacién y evaporacién superficial que
apuntan a adaptaciones a escala fina a la baja disponibilidad de humedad a lo largo del
transecto costero. Ademas, nuestros datos indican que el predominio de los n-alcanos
estd reflejando la funcion de la cera en la prevencion de la pérdida de agua de las hojas.
Las condiciones hiperaridas y el buen potencial de conservacién tanto de los n-alcanos
como de los &cidos grasos los convierten en trazadores ideales para estudiar el cambio

climatico del Holoceno tardio en el desierto de Atacama.



INTRODUCCION

La costa noroeste de Sudamérica esta caracterizada por bajas precipitaciones y un
desierto costero que abarca desde Pera hasta el norte de Chile; politica y
geograficamente separado en el Desierto de Sechura (costa peruana entre Piura [5,1° S]
y Tacna [18,1°S]) y el Desierto de Atacama (costa chilena entre Arica [18,12°S] y la region
de Coquimbo [30°S]) (Contreras et al., 2010; Pinto et al., 2006). El relieve general del
Desierto de Atacama presenta cuatro caracteristicas principales de oeste a este: a) una
estrecha llanura litoral que termina en un gran acantilado, b) una cadena montafiosa
costera con picos de 1500 m llamada Cordillera de la costa, con elevaciones de
aproximadamente 1000-1600 m.s.n.m separando la llanura costera del Valle Central
(Jaeschke et al., 2019), ¢) una "Depresion Intermedia" que es una llanura longitudinal
situada a unos 1000 m de elevacion, y d) la Cordillera de los Andes que termina en un

altiplano con picos de méas de 6 Km de altura (Cereceda et al., 2008).
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modelo de investigacion y prevision meteoroldgica (WRF) (Reyers et al., 2019;
Reyers, 2019). Los numeros corresponden a las estaciones muestreadas a lo

largo del Desierto de Atacama.



El Desierto de Atacama es considerado uno de los desiertos mas aridos del planeta
Tierra, por lo cual es considerado un hébitat extremo para el desarrollo de la vida (McKay
et al., 2003). La aridez en el Desierto de Atacama es causada principalmente por aguas
costeras frias que caracterizan la corriente de Humboldt, sumado a la surgencia de aguas
aun més frias a lo largo de la costa, lo que crea una inversion térmica que impide la
precipitacion en zonas costeras (Houston y Hartley, 2003). La aridez aumenta su
intensidad por el pronunciado efecto de sombra de lluvia de los Andes hacia el oeste, el
cual bloquea efectivamente la transferencia de humedad de la cuenca del Amazonas
(Houston y Hartley, 2003). Como resultado, el Desierto de Atacama posee un nucleo
hiperarido caracterizado por precipitaciones menores a 2 mm a* (Fig. 1) y localizado entre
los 19°S y 22°S (Voigt et al., 2019; Ritter et al., 2019).

Su condicion arida limita el crecimiento y la supervivencia de plantas, lo que da lugar a
extensas zonas sin vegetacion especialmente en el nucleo hiperarido del Desierto de
Atacama (Rundel y Dillon, 1998). Debido a los bajos niveles de precipitacion, los cuales
disminuyen de norte a sur dentro del ntcleo hiperéarido (e.g. Arica 1,6 mm afio™ e lquique
0,9 mm afio?) la niebla es una importante fuente de humedad en el Desierto de Atacama
(Pinto et al., 2006).

La niebla debe su existencia a la formacion de bancos de estratocimulos nubosos que se
sitian por debajo de los 1000 m, que cuando son interceptados por laderas costeras de la
cordillera de la costa dan lugar a una zona de niebla conocida como garta en Perd y
camanchaca en Chile (Pinto et al., 2006). Se considera generalmente que el cinturén de
niebla costera esté restringido a distancias de hasta unos pocos kilébmetros de la linea de
costa y elevaciones de 100 a 1200 m (Caviedes, 1973; Prohaska, 1973). Sin embargo, la
capa de niebla puede penetrar tierra adentro hasta 60 km de la costa, como lo determiné
Koepcke (1961). Por lo tanto, la poca humedad (precipitacién y niebla) que recibe el
Desierto de Atacama no es constante (Fig. 2) y varia geograficamente (e.g. latitud,

distancia de la costa y elevacion.
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Figura 2. La cobertura total de nubes a) diurna y b) nocturna, se promedié a lo largo de un

periodo de 15 afios, de 2003 a 2017, utilizando el espectrorradiémetro de formaciéon de imagenes
de resoluciéon moderada (MODIS). La ubicacion de las poblaciones de Tillandsiales se indica con
circulos negros (Jaeschke et al., 2019). Los niUmeros corresponden a las estaciones muestreadas

en el Desierto de Atacama.

El aumento de humedad en la zona de niebla permite el desarrollo de vegetacién aislada
en pequefias colinas llamadas lomas, que también se desarrollan tierra adentro a través
de areas de baja elevacién de la cordillera costera y permitiendo el paso de la niebla tierra
adentro (Abele, 1981) y creando corredores de mayor humedad, formando lomas de
vegetacion (Pinto, 1999; Mufioz-Schick et al., 2001; Pinto, 2001). Estos corredores de
niebla estan distribuidos de forma muy desigual y las lomas suelen estar aisladas entre si
por grandes extensiones de paisaje estéril. Entre estas formaciones de lomas, destacan
las lomas “tilandsiales”, comunidades de vegetacion especializadas para vivir en el

Desierto de Atacama.



La especie dominante de este tipo de formacion en el Desierto de Atacama es la
Tillandsia  landbeckii  Phil.  (Bromeliaceae; Tillandsioideae; Tillandsia  subg.
Diaphoranthema), una de las 15 especies del género Tillandsia que debido a las
condiciones extremadamente aridas adaptaron su método de captacion de agua (Latorre,
2011). De éstas 15, solo 3 estan presentes en el Desierto de Atacama costero en el norte
de Chile: T. landbeckii, T. marconae y T. virescens. Las lomas de Tillandsia estan
formadas por T. marconae y T. landbeckii, siendo esta ultima la especie dominante (Pinto
et al., 2006). Su distribucién geogréafica se extiende desde el norte del Perd hasta la
region de Coquimbo en Chile (31,65 °S) (Smith y Downs, 1977; Till, 1992) y su rango
altitudinal esta entre 900 y 1300 m en el norte de Chile (Oka y Ogawa, 1984; Ono, 1986).

Las plantas Tillandsiales, son conocidas como plantas aéreas o claveles del aire (Fig.
3A), y se caracterizan por tener raices no funcionales (Rundel et al., 1997; Pinto et al,
2006), crecer en superficies arenosas sin adherirse a ellas, y depender casi
exclusivamente del agua y nutrientes suministrados por la niebla costera (Raux et al,
2020). La captacion de agua la realizan por medio de tricomas altamente especializados,
los cuales recogen la niebla durante la noche (Raux et al., 2020). El tricoma de Tillandsia
(Fig. 3B) esta formado de un escudo de células muertas, con paredes celulares externas
inusualmente gruesas y junto a una barrera llamada cuticula la cual est4 sentada encima
de una célula domo (Raux et al., 2020). Esta adaptacion a la eficiencia extrema de
captacion de agua va acompafnada de una fotosintesis obligada de CAM (Metabolismo del
Acido Crasulaceo), la cual representa otra forma eficiente de hacer frente a entornos

extremos y a mantener los estomas abiertos so6lo durante la noche (Haslam et al., 2003).

Central
shield cells

Foot cells

Figura. 3 (A) Individuo de Tillandsia landbeckii en el Desierto de Atacama, Chile. (B) Diagrama
de la estructura de los tricomas. Las células vivas estan representadas con azul y las células

muertas de color blanco (Raux et al., 2020



Ademas de su adaptacion eficiente a la captaciéon de agua y tipo de fotosintesis, las
plantas tillandsiales poseen otra estructura especializada para disminuir la pérdida de
agua y aumentar su absorcién denominada cuticula. La cuticula es una barrera eficiente y
flexible (Riederer y Schreiber, 2001), constituida por la cutina que es un componente
estructural de esta barrera compuesta de poliésteres (Kolattukudy y Espelie, 1985; Kunst
y Samuels, 2003; Jetter et al., 2006) y ceras incrustadas en la cutina (Koch y Ensikat,
2008). La permeabilidad al agua de la cuticula determina la minima e inevitable pérdida

de agua cuando los estomas se cierran al maximo en caso de sequia. (Schuster, 2016).

Las ceras son lipidos que pueden ser extraidos con solventes organicos (Bianchi y
Canuel, 2011) y son una mezcla de series homologas de cadenas largas (>C.4) de
compuestos alifaticos como: acidos grasos, n-alcanos, alcoholes y aldehidos (Kunst y
Samuels, 2003; Koch y Ensikat, 2008; Tafolla-Arellano et al., 2013). Estas ceras de hojas
juegan un papel importante en la fisiologia y ecologia de plantas, siendo la primera zona
de proteccion, contacto e interaccion con otros organismos, e. g., herbivoros (Muller y
Rierderer, 2005).

Cumplen ademas la funcién de limitar la pérdida de agua a través de la cuticula,
minimizando el intercambio (y la pérdida) de gases (e. g., CO2, O2) y agua (H-0) actuando
como una barrera termorreguladora (Jeffree, 2006; Jetter, 2016). Las ceras también
minimizan la humectabilidad y la retencién de particulas de polvo y esporas, y actian

como protector contra insectos y radiacion UV (Tafolla-Arellano et al., 2013).

Uno de los factores importantes al analizar estas ceras es la elevacion, ya que distintas
elevaciones imponen condiciones ambientales diferentes (e.g. nutrientes, tipos de suelo,
etc). Esta heterogeneidad ambiental puede influir sobre las funciones de las ceras (Dood y
Poveda, 2003; Bouzoubaa et al., 2006), abundancia y su distribucion. Respuestas como
variaciones en la distribucién y abundancia de las ceras de las hojas en diferentes

elevaciones han sido poco estudiadas (e. g., Guo et al., 2014; Cerda-Pefia et al., 2020).

Las ceras de las hojas como los acidos grasos y los alcanos de cadena larga (> C24) son
ceras que pueden caracterizarse por su abundancia total, largo de cadena dominante y su
distribucion (Sharma et al., 2018; Dragota y Riederer; 2009). Los indices para evaluar
cambios en la distribucién de estas ceras mas utilizados son el indice de preferencia de
carbono (CPI, por sus siglas en Inglés) que mide la abundancia relativa de las ceras de
hoja de largo de cadenas con carbones pares vs. impares o vice versa, en donde en

acidos grasos generalmente predominan las longitudes de cadena pares sobre impares e



impares sobre pares en alcanos (Sachse et al., 2006) y el indice de longitud promedio de
cadena (ACL), el cual corresponde a la media ponderada por concentracion de diferentes
longitudes de cadena de carbono.

Esta tesis busca comparar la abundancia y distribucion (CPI y ACL) de ceras,
especificamente acidos grasos saturados y alcanos (> 24 carbones), en individuos de
Tillandsia landbeckii muestreados a lo largo del nucleo hiperarido costero del Desierto de
Atacama (18,12°S a 27,1 °S) y determinar su correlacion con factores geograficos (latitud,

elevacion, distancia de la costa) y humedad (precipitacion y evaporacion).

Estudios previos en Tillandsia en el norte Chile han estudiado la variacién de isétopos
estables de nitrégeno en sus tejidos reflejando la variabilidad de agua, establecimiento y
distribucion geogréfica de Tillandsia, (Jaeschke et al., 2019; Latorre et al., 2011; Pinto et
al., 2006 respectivamente). Sin embargo, no existen actualmente reportes de la
abundancia y distribucion de ceras de hojas (acidos grasos y alcanos) en estas plantas.
La abundancia y distribucion de acidos grasos y alcanos constituyen importantes
herramientas quimiométricas y ambientales, ya que de acuerdo a sus cambios en
abundancia y distribucion se puede inferir cambios en la disponibilidad de agua, estrés
hidrico y prevalencia taxonémica. Ademas, conocer la abundancia y distribucion de estas
ceras es el primer paso a analisis mas complejos como el de is6topos estables de
carbono y nitrégeno en compuestos especificos como las ceras, que potencialmente
almacenan informacion de su metabolismo fotosintético y origen de su fuente hidrica,

respectivamente.



HIPOTESIS

No existen diferencias significativas en la abundancia y distribucién de las ceras de hojas

(acidos grasos y alcanos) en individuos de Tillandsia comparando tres zonas muestreadas
a lo largo del Desierto de Atacama. Si existen diferencias, estas diferencias estarian
relacionadas de acuerdo a factores fisiograficos y ambientales como latitud, elevacion,
distancia de la costa, precipitacion y evaporacion superficial.

OBJETIVOS

Objetivo General:

- Comparar la abundancia y distribucion de las ceras de hojas de individuos de

Tillandsia landbeckii en tres zonas a lo largo del Desierto de Atacama.

Objetivos Especificos:

- Determinar la abundancia ceras de hojas (acidos grasos y alcanos de cadena
larga [>C24]) en individuos de Tillandsia landbeckii a lo largo de la costa del

Desierto de Atacama.

- Determinar distribucion de ceras de hojas a través de indices, como la longitud

promedio de cadena (ACL) y el indice de preferencia de carbono (CPI).

- Correlacionar la abundancia y distribucion de estas ceras de hojas con la latitud,

distancia de la costa, elevacién, precipitacion y evaporacion).
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METODOLOGIA
1. Area de muestreo

El area de estudio esta ubicada en la zona costera del Desierto de Atacama, Chile. El
clima general es templado con temperaturas anuales de 18,9 °C en Arica y 18,4°C en
Ilquique (Schulz et al.,, 2011). Los niveles de precipitacion anual en la zona son
sumamente bajos y disminuyen de norte a sur (Arica: 1,6 mm; lquique: 0,9 mm; Schulz et
al., 2011) hacia el nacleo hiperarido del desierto que se ubica entre 19 y 22 °S (Ritter et
al., 2019) (Fig.1). Se estudiaron las mayores concentraciones de Tillandsiales conocidas
actualmente (Pinto et al., 2006; Latorre et al., 2011), situadas a elevaciones costeras que
van desde los 900 — 1200 m.s.n.m. entre Arica (18,5 °S) y el Cafén del Rio Loa (21,5 °S)
[Tabla 1]. Tillandsia landbeckii es la especie predominante en las lomas muestreadas,
aunque ocasionalmente pueden coexistir con T. marconae, T capillaris y T virescens,
mayormente en la zona cerca de la frontera con Perl (Jaeschke et al., 2019). Las
distancias de la costa de las muestras van desde 3 hasta 27 km (Tabla 1).

Figura 4. Mapa del area de estudio que muestra el desierto de Atacama y las diferentes

localizaciones de colecciéon de muestras en las lomas de Tillandsia.
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Tabla 1: Informacion geografica de los lugares de recoleccién de individuos de
Tillandsia landbeckii separado en 3 zonas a estudiar (Jaeske et al., 2019).

N° de Latitud Longitud Elevacion Distancia Precipitacion Temperatura Evap N° de
°S W (msnm) costa (mm/a) (C°) superf invididuos
estacion (Km) (mm/a)
Zonal
1 18°28°37,6" 70°04°51,5" 1000 23,60 1,50 13,7 5,63
2 18°52°31,4" 70°07°12,9" 1043 22,40 1,13 16,3 5,71
3 19°04°21,9" 70°06°26,8" 1100 20,80 1,05 16,0 5,34 6
Zona 2
4 20°20°08,8" 70°01°54,3" 1067 12,70 0,95 15,4 3,65
5 20°31°30,6" 70°02°43,0 1157 15,70 0,66 15,1 3,49 8
6 20°43°33,7" 69°58'13,8 1014 23,30 0,48 15,0 3,29 10
Zona 3
7 21°10°40,6" 70°00°31,3" 942 10,0 0,53 14,4 4,90 7
8 21°18°22,7" 70°01°32,8" 987 4,50 0,58 13,8 4,76 13
9 21°24°38,5" 69°48°33,2" 1028 27,50 0,51 14,7 3,45 4
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2. Muestreo y extracciéon de 4cidos grasos y alcanos

Las muestras fueron proporcionadas por Andrea Jaeschke de la Universidad de Cologne
en Alemania, donde los andlisis de ceras fueron realizados en colaboracion (alcanos
analizados y medidos en la Universidad de Cologne y los &cidos grasos analizados y
medidos en el laboratorio de ciencias ambientales [www.labenscie.com] de la Facultad de
Ciencias, Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion). Las hojas fueron secadas a
50 °C y dejadas en un disecador, para luego ser homogenizadas en trozos pequefios
usando tijeras limpias con disolvente, con el fin de obtener hojas de un tamafio similar. Se
pesaron 0,5 g de hojas se mezclaron con 20 mL de una solucién de diclorometano-
metanol (DCM:MeOH, 2:1, v/v), para luego ser extraido en ultrasonido por 15 minutos y se
llevd a la centrifuga por 10 minutos a 2500 rpm para separar el extracto con ceras de la
materia vegetal. Esta extraccion se realizd 3 veces, retirando el extracto y agregandole

nuevamente 20 mL de DCM:MeOH para extraer la maxima cantidad de ceras.

Posterior a la extracciéon se eliminé el disolvente por evaporacién rotatoria al vacio,
lo cual fue traspasado el extracto a viales de 4 mL. El extracto lipidico total (TLE) se
separé cromatograficamente utilizando una columna de Silica gel activada (60 A, malla
60-230), los solventes utilizados fueron n-hexano y DCM/Metanol (1:1) para eluir los

compuestos apolares y polares.

La fraccion apolar se separ6 nuevamente en compuestos saturados e insaturados
utilizando AgNO3 impregnado de Silica gel con n-hexano y DCM. La fraccién polar se
separé en una columna de aminopropil con n-hexano, acido acético glacial:dietil éter
(1/24, viv) y metanol, siendo la fraccion a utilizar la eluida con &cido acético glacial:dietil

éter que contiene los acidos grasos.
3. Derivatizacion de acidos grasos

Es una reaccién quimica en la cual se introduce un grupo metilo (CH3) en la molécula de
un acido graso (AG) para formar un metiléster denominado FAME (fatty acid metyl éster).
Los AG poseen un grupo carboxilo que les confiere cierto caracter polar y la propiedad de
formar dimeros con elevados puntos de ebulliciobn, que es necesario disminuir para

realizar los analisis por CG (Marrero, 2006).
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La reaccion se llevé a cabo en viales de 4 mL con la fraccion de AGs a la que se adicion6

500 pL de BF3 (Trifluoruro de boro): Metanol para reducir la polaridad de la molécula
reemplazando los hidrégenos activos por grupos alquilos. Luego los viales fueron
incubados en un calefactor a 60°C por poco mas de 10 minutos. Pasado el tiempo se
agreg6 500 pL de agua Milli-Q lavada tres veces con DCM extrayendo la fase organica,
finalmente se concentr6 el FAME vy los alcanos bajo Nitrégeno gaseoso hasta sequedad
(Diefendorf et al., 2015).

4. ldentificacion y cuantificacion de ceras de hojas.

A las muestras de FAMESs, se les agregé Androstano como estandar de cuantificacion
con concentracion conocida y en las muestras de alcanos se usé un estandar interno para
su cuantificacién (5 alfa colestano), posteriormente se inyectaron en GC/FID. Una vez
obtenidos los cromatogramas se compararon las areas relativas de acidos grasos y
alcanos de cadenas largas (>C24) con el area de Androstano y 5 alfa coletano
respectivamente, a una concentracion conocida. Posteriormente se calculé la
concentracion de cada n-alcano y n-acido graso con lo cual se obtuvo su abundancia
expresada en micro gramos por gramo de hoja seca (ug/ghs), también se calculé su ACL

(promedio del largo de las cadenas) y CPI (indice de preferencia de carbono) respectivo.

El indice de preferencia de carbono (CPI) se calcul6 con las siguientes ecuaciones:
CPI (Acidos grasos) = 0,5 x [( par / ¥ impar) + (3 par/ ¥ impar)]
CPI  (Alcanos) = 0,5 x[(3 impar/ ) par) + (3 impar/ > par)]

Donde la concentracién de cadenas de carbono varia de 24 a 34 para los 4cidos grasos y

de 23 a 33 para los alcanos.
La longitud promedio de cadena (ACL) se calcul6 con la siguiente ecuacion:
ACL (acidos grasos y alcanos) =) Cnxn/) Cn

Donde Cn es la concentracion de acidos grasos y alcanos con n carbonos

14



5. Andlisis de datos

Se evaluaron los datos de &cidos grasos y alcanos de Tillandsia landbeckii para
determinar normalidad en estos, al no ser normales se aplicé un analisis no paramétrico
de Kruskal-Wallis para estimar diferencias entre las ceras y zonas correspondientes,
también para los indices de abundancia y distribucién (ACL y CPI) de ceras de hojas entre
individuos en las diferentes zonas estudiadas. Por otra parte, se aplicé un andlisis de
correlacion de Spearman para determinar la relacién entre la abundancia, distribucion,
ACL y CPI con las variables de latitud, elevacion, distancia de la costa y humedad
(precipitacion y evaporacion superficial [Jaeschke et al., 2019]).
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RESULTADOS
- Abundancia de ceras de hojas por zonas y totales.

La abundancia dominante de ceras de hojas en tillandsiales fue la de alcanos (ALCs),
siendo hasta tres veces mayor en promedio que la de acidos grasos (AGSs) en las tres
zonas analizadas. La mayor diferencia de abundancia entre ceras se observo en la zona 2
con una abundancia promedio de ALCs que casi cuadriplico la abundancia promedio de
AGs. La abundancia promedio de AGs en la zona 1 fue de 77,1 pug/ghs con un rango de
valores entre 21,4 pg/ghs a 176,9 ug/ghs, en la zona 2 de 49,5 ug/ghs con un rango de
valores entre 10,9 y 117,6 pg/ghs; y por ultimo en la zona 3 la abundancia promedio fue
de 65,7 pg/ghs con valores entre 10,2 a 152,9 ug/ghs (Figura 5). En cuanto a los ALCs, la
zona 1 tuvo un promedio de abundancia de 166,5 pg/ghs y sus valores variaron de 80,1
Mg/ghs hasta 305,8 pg/ghs, en la zona 2 la abundancia promedio fue de 193,8 ug/ghs con
un rango de valores entre 118,9 y 329,0 pg/ghs; y la zona 3 su abundancia promedio fue
de 160,2 ug/ghs y un rango de valores de 10,6 a 368,3 ug/ghs (Figura 5). El andlisis
estadistico Kruskal-Wallis no arroj6 diferencias significativas entre las zonas estudiadas
en ambas ceras. (para AGs H = 3,2136, p = 0,2005; para ALCs H =1,0413, p = 0,5941).

a) | b)

200

Abundancia (ug/gps)
Abundancia (ug/gps)

T
: -

1 1 2 3

Zanas Zonas
Figura 5. Abundancia promedio (ug/ghs) de acidos grasos [C24+C26+C28+C30+C32+C34] (a) y
alcanos [C23+C25+C27+C29+C31+C33] (b) en tillandsiales por zonas. (Zona 1 n= 13, Zona 2 n=
23, Zona 3 n= 23).
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La abundancia promedio total de ceras de hoja muestra la dominancia en abundancia de
los ALCs por sobre los AGs en tillandsiales, con una abundancia de 170,56 pg/ghs en
ALCs y 60,64 pg/ghs en AGs (Figura 6.), estos representados en porcentajes son un
70,4% y 29,6% respectivamente.
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Figura 6. Abundancia (ug/ghs) de éacidos grasos (C24+C26+C28+C30+C32+C34) y alcanos
dominantes (C23+C25+C27+C29+C31+C33) (n=59) en Tillandsiales muestreadas a lo largo del
Desierto de Atacama.

Distribucion de ceras de hoja en tillandsiales:

I) indice de preferencia de carbono (Carbon preference index [CPI])

Los valores de CPI de AGs en la zona 1 variaron desde 4,3 a 6,8 con un promedio de 5,
1; enla zona 2 entre 5,4y 7,1 con un promedio de 6,6; y en la zona 3, donde se observé
el mayor rango, vari6é entre 2,5 a 11,1 con un promedio de 6,9 (Figura 7). El analisis
estadistico Kruskal-Wallis revel6 diferencias significativas entre las zonas estudiadas (H =
20,047 p = 0,0000), demostrando con el Test de Dunn que la zona 1 es distinta de la zona
2y 3. (Qcritica = 2,394; Q1,,=3,288; Q1,3=4,236; Q-,3=1,089)
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CPIAG

Los valores de CPI en ALCs resultaron menos variables, pero en general mayores que los
valores de AGs (Figura 7). La zona 1 tuvo valores desde 6,9 hasta 10,0 con un promedio
de 8,2; la zona 2 los resultados variaron de 7,2 hasta 9,7 con un promedio de 8,3 y la
zona 3, al igual que con el CPI de los AGs, tuvo mas variabilidad con un rango entre 7,3
hasta 11,3 y promedio de 8,8 (Figura 7). Los resultados del CPI de ALCs no fueron
significativamente diferentes entre zonas (H = 2,1090 p = 0,3484).

(H=20,047 p=0.0000) g) * b

CPIALC
4

Zonas Zonas

Figura 7. Diagrama de cajas del CPI (Carbon Preference Index) para AGs (a) y ACLs (b) por zona
geografica (Zona 1 n= 13, Zona 2 n= 23, Zona 3 n= 23). Los asteriscos indican donde existe

diferencia significativa, dado por el andlisis de Kruskal-Wallis.

I) Largo promedio de cadenas (Average Chain Length [ACL])

El ACL de los AGs en la zona 1 vari6 entre 26,1 y 30,2 con un promedio de 28,4, en la
zona 2 el rango de valores fue entre 24,9 y 28,7 con un promedio de 26,7, y la zona 3 tuvo
valores entre 24,6 y 29,6 promediando 26,7 (Figura 8). Los resultados del analisis
estadistico evidencia que hay diferencias significativas entre zonas muestreadas (H =
7,2309 p = 0,0269), siendo la zona 1 distinta de la zona 2, pero igual con la zona 3 segun
el test de Dunn (Qcritica = 2,394; Q1.2=2,560; Q1,3=1,403; Q23=1,424).

18



ACLAG
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Para el ACL de los ALCs, los valores de individuos de la zona 1 fluctuaron de 26,3 hasta
27,7 y un promedio de 26,7, la zona 2 entre 26,7 y 28,0 con un promedio de 27,3 y la
zona 3 fluctud entre 26,0 y 28,3 con un promedio de 27,2 (Figura 8). El analisis estadistico
establece diferencias significativas entre las zonas analizadas (H=14,793 p=0,0006),
donde el Test Dunn revela que la zona 1 es distinta de las demas zonas (zona 2 y zona 3)
[Qcritica = 2,394; Q12=3,724; Q13=3,022; Q23=0,895].

32

H =7,2309 p = 0,0269 a) H = 14,793 p = 0,0006 b)
4 .
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Figura 8. Diagrama de cajas del indice de distribucion ACL (Average Chain Length) para
AGs y ALCs de individuos en su respectiva zona geografica (Zona 1 n= 13, Zona 2 n= 23, Zona 3
n= 23). Los asteriscos indican donde existe diferencia significativa siendo la zona 1 distinta de la
zona 2 (representada con un circulo) pero igual que la zona 3, dado por el analisis de Kruskal-
Wallis.

Ill) Largo de cadenas dominantes por zonas.

La cadena de AGs mas abundante en la zona 1 es la de 32 carbones (C32) con 34,4
Hg/ghs, para la zona 2 es la C28 con una abundancia de 16,7 pg/ghs y para la zona 3 C32
con 16,9 ug/ghs (Figura 9).
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Abundancia (ug/ghs)

Las cadenas de ALCs méas abundante para la zona 1 es la C25 con 40,5 pg/ghs, y C27
paralas zonas 2 y 3 con 41,0 y 32,6 ug/ghs respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Abundancia (cuantificada en ug/ghs) de &acidos grasos (a) y alcanos (b) de sus

respectivos carbonos de cada zona. (Zona 1 n= 13, Zona 2 n= 23, Zona 3 n= 23)

IV) Correlacion con latitud, elevacion, distancia de la costa y precipitacién.

Las correlaciones mas altas (> 0.4) y significativas se observaron entre entre latitud y
precipitacion, la cual resulto ser una correlacion inversamente proporcional (-0,72), la
segunda mayor correlacion fue precipitacion y evaporacién superficial (0,70), luego CPI de
AG con latitud y precipitacién (0,60 y -0,58, respectivamente), ACL ALCs con evaporacion
superficial y precipitacion (- 0,44 y -0,42), y por ultimo, la menor correlacién fue entre

latitud y elevacion (-0,41).
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Tabla N°2: Matriz de correlaciones de Spearman de ceras e indices con los pardmetros
geograficos y climaticos del Desierto de Atacama. En rojo correlaciones significativas y en

negrita correlaciones mayores a 0,40.

Variables CPI | CPI | ACL | ACL Distancia Evap.
(n=59) AG | ALC | AG | ALC | AG | ALC |Latitud |Elevacion| costa |Precipitacion| Sup.
AG 0,01 |-0,07 | 0,13 |-0,16 | 0,01 -0,09 -0,09 -0,07 0,20
ALC 0,00 -0,07 | 0,18 |-0,07 | 0,33 | 0,06 -0,02 0,14 -0,05 -0,24
CPI AG 0,01 |-0,07 0,17 |-0,30| 0,29 | 0,60 -0,26 -0,39 -0,58 -0,31
CPIALC -0,07 | 0,18 | 0,17 -0,01 0,13 0,03 -0,37 0,10 0,06
ACLAG 0,13 |-0,07 | -0,30 | -0,01 -0,02 0,15 0,10 0,25 0,22
ACLALC |-0,16| 0,33 | 0,29 |-0,28 0,28 -0,18 -0,04 -0,42 -0,44
Latitud 0,01 | 0,06 | 0,60 | 0,13 |-0,02| 0,28 -0,41 -0,35 -0,72 -0,38
Elevacién |-0,09 |-0,02 |-0,26 | 0,03 | 0,15 |-0,18 | -0,41 0,10 0,46 -0,07
Distancia
costa
Precipitacién | -0,07 | -0,05 | -0,58 | 0,10 | 0,25 |-0,42| -0,72 0,46
Evap. Sup. | 0,20 |-0,24 |-0,31| 0,06 | 0,22 |-0,44| -0,38 -0,07

-0,09| 0,14 |-0,39 |-0,37 | 0,10 |-0,04 | -0,35 0,10 -0,02

La latitud y precipitacion tuvieron las mas altas correlaciones y ya que la segunda varia
en funcién de la primera, se decidio realizar una regresion lineal de los valores promedio
por estacion de distribucion de ceras con mas alta correlacion (CPI AG y ACL ALC) y la

fuente de humedad (precipitacion y evaporacion superficial).

V) Fuentes de humedad

Se puede apreciar una correlacién negativa entre precipitacion y CPl de AGs con un R? =
0,8042 (Figura 10.a), a mayor precipitacién menor CPI. Al igual que en la Figura 10.a, hay
una correlacion inversamente proporcional entre la precipitacién pero con el ACL de ALCs
(Figura 10.b) con un R? = 0,7441, donde a mayor precipitacion menor indice ACL ALCs,
cabe destacar que son promedios de los individuos colectados y medidos en las

estaciones a lo largo del Desierto de Atacama, por lo que su R? aumento en relacion a las

correlaciones de Spearman.
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CPI AG

y=-2.1552x+7.7511 y =-0.69x+27.656
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Figura 10. (a) Promedio de CPI AGs vs precipitacion. (b) Promedio de ACL ALCs vs
precipitacion.
Al igual que con la precipitacion, se observan altos valores de R? (pero menores que con
la precipitacion) en la Figura 11, donde los valores de distribucion promedio de CPI AG y
ACL ALC disminuyen al aumentar la evaporacion superficial (R?=0,4426 y R?

=0,6905, Figura 11 a y b respectivamente).
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Figura 11. (a) Promedio de CPI AGs vs evaporacion superficial. (b) Promedio de ACL

ALCs vs evaporacion superficial.
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DISCUSION

Abundancia de ceras de hojas por zonas y totales.

El Desierto de Atacama ha sido estudiado en muchos ambitos, andlisis de suelos,
composiciones isotopicas, origen de los solutos, etc. Sin embargo, este es el primer
estudio de la composicion quimica de ceras de hojas llevado a cabo en esta region.

En Chile hay pocos estudios relacionados con ceras de hojas, pero recientemente se han
investigado especies nativas del bosque templado del sur de Chile (Cifuentes et al., 2020;
Cerda-Pefa et al., 2020). En ambos trabajos la cera dominante en abundancia fueron los
acidos grasos mientras los alcanos se reportaron en bajas concentraciones, lo opuesto a
lo encontrado en este estudio. Cifuentes y colaboradores (2020) sugirieron que un mayor
porcentaje de acidos grasos saturados de cadenas largas aumentaria la polaridad de la
capa cerosa, lo cual podria asociarse con la necesidad de que la capa cuticular tenga mas
afinidad con el agua disponible en el medio ambiente por razones de supervivencia y/o
estrés (Jetter et al., 2008; Marco, J.A, 2006). En cambio, un mayor porcentaje de alcanos
de cadenas largas conferiria una capa mas hidréfoba, lo que ayudaria a evitar la pérdida
de humedad desde el interior de las hojas (Cifuentes et al., 2020). Por ende, tiene sentido
gue la concentracion de alcanos en hojas de tillandsiales sea hasta tres veces la
abundancia de acidos grasos. De hecho, los valores de alcanos aqui informados estan en
el rango reportado para individuos de dos especies de plantas suculentas que habitan en
el Desierto de Gobi, ubicado entre Mongolia y China (Xu et al.,, 2020). Dicho estudio
reporta, al igual que nuestros resultados, una mayor cantidad de alcanos con un 81,4%,
seguido de los alcoholes con 11,8% y por ultimo los acidos grasos con 6,8%. Este
desierto no es tan arido como el Desierto de Atacama,sin embargo, la mayor abundancia
de alcanos que acidos grasos al igual que nuestros resultados puede deberse a
temperaturas mas altas, ya que este desierto no estd cerca del mar. Los alcanos
metabodlicamente se producen a partir de los acidos grasos, entonces las Tillandsias

sintetizarian mayor cantidad de alcanos para evitar y/o minimizar la perdida de agua

Las abundancias de ceras (AGs y ALCs) no responden a cambios geogréaficos (latitud,
elevacion y distancia de la costa) ni a las fuentes la humedad (precipitacion vy
evaporacion) (Fig. 5, Tabla 2). Sin embargo, es importante destacar que valores mas altos

de &cidos grasos caracterizaron la zona 1 en donde hay mayor precipitacion y entrada de
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niebla (Fig 2), mientras en alcanos los valores mas altos se observaron en la zona 2,

donde hay menor evaporacion (Tabla 1).
indices de distribucion y largo de cadena dominante de ceras de hojas

Se encontraron diferencias significativas en CPly ACL entre zonas, en la mayoria de los
graficos de lazona 1. La Unica variable distinta en esta zona es la precipitacién y la
existencia de un tren de niebla, por lo que valores mas bajos de CPIl y méas altos de ACL
en acidos grasos puede ser una respuesta de la planta para retener el agua disponible.
De hecho, la falta de diferencias significativas entre zonas en el CPI de alcanos podria
estar explicado por una respuesta de todos los individuos (sin importar la zona) a producir

alcanos con altos valores de CPI altos (>8).

La diferencia del indice ACL se explica con la distribucion de carbonos dominantes, ya
gue en la zona 1 se encuentra la mayor abundancia en la distribucién del C32 a diferencia
de la zona 2 y 3, resultando el ACL de los AGs mas alto en la zona 1. A su vez en los
alcanos la mayor abundancia en la distribucion fue en el C25, mostrando una distinta
distribucion de las demas zonas (2 y 3) siendo el carbono dominante el C27, resultando
un menor ACL en la zona 1. En el estudio de Xu y colaboradores (2020), el homologo
dominante en AGs fue C24 y para ALCs el dominante fue C31. Otro estudio que comparé
ceras de hojas en vegetacion y sedimentos las cuales reciben influencia de precipitacion y
niebla en el Desierto de Atacama, este revelé que su homélogo dominante resulté ser el
C31 para ALCs en la vegetacion afectada por la niebla (Mérchen et al., 2021), lo que
difiere de nuestros resultados. Lo anterior puede estar relacionado con la influencia de
humedad generada por niebla y la lluvia que en el desierto de Atacama, la cual disminuye
de norte a sur, lo que marcaria la diferencia de distribucién en nuestros resultados. Otra
explicacién podria ser que, en este tipo de plantas suculentas que viven en el desierto
mas arido del mundo, sus ceras responden directamente al aumento de humedad
corresponden a cadenas largas de acidos grasos, de las cuales se derivan
metabodlicamente los alcanos. Esta explicacidon se infiere de la cadena mas larga
dominando los acidos grasos (C32) relativo a la que domina a los alcanos (C27). En los
trabajos citados anteriormente, la cadena mas larga de ceras era la dominante en los

alcanos (C31) respecto a los acidos grasos (C24).
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- Correlaciones con variables geograficas y humedad a lo largo del
Desierto de Atacama

Estudios previos han reportado relaciones entre ceras de hojas y la elevacién en las
montafias de los Andes ecuatorianos y peruanos (Jansen et al., 2006; Feakins et al.,
2016). También se ha concluido que lo ALCs pueden tener diversas distribuciones debido
a distintas condiciones ambientales (Li et al., 2012). En este estudio no existe relacion
significativa entre la abundancia de ceras de hojas (acidos grasos y alcanos) con las
variables geogréficas y humedad. Sin embargo, con la distribucion se observaron
correlaciones altas significativas (>0,4) y negativas, especialmente entre CPI de &cidos
grasos y ACL de alcanos con latitud y humedad (precipitacion y evaporacién superficial).
De hecho la mayor correlacién se observé entre CPI acidos grasos y precipitaciéon (-0,58),
seguido de la correlacién de ACL de alcanos con precipitacion y evaporacion superficial (-
0,42 y -0,44, respectivamente), respondiendo al gradiente de humedad descrito a lo largo
de la costa del Desierto de Atacama. La regresion lineal entre estos parametros y la
distribucion promedio por estacion, confirman una respuesta directa a la fuente de
humedad, a mayor humedad menor CPI de acidos grasos y ACL de alcanos, en donde la
precipitacién es el fuente de humedad dominante en esta respuesta tanto en alcanos
como acidos grasos (CPl AG R?=0,8042, ACL ALC R? = 0,7441).
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CONCLUSIONES

- Las tillandsiales producen mas ceras compuestas de alcanos que &cidos grasos,
probablemente como una expresiéon de una mayor tolerancia a la sequia, y sus

abundancias no dependen de la zona geogréfica y la humedad donde habitan.

- Las tendencias de la cera foliar observadas en este estudio estan relacionadas con
la produccion de cera foliar en condiciones de humedad extremadamente bajas
donde el IPC de los acidos grasos y el LCA de n-alcanos se correlacionan con la

disponibilidad de humedad

- Nuestros resultados indican cambios sensibles en la composicion de cera de hoja
de Tillandsia a diferencias sutiles en los pardmetros climaticos que apuntan a una

estrategia adaptativa a las condiciones extremadamente aridas.

Las tillandsiales son encontradas y colectadas en registros arqueoldgicos donde son
datadas con carbono catorce. Si sus ceras se preservan enterradas en los suelos del
desierto, podriamos utilizar la distribucion de sus ceras de hojas de individuos de
tillandsiales para recontruir la historia de la humedad del Desierto de Atacama en el
pasado. Se requieren mas estudios para comprender todos los mecanismos detras de

esta fuerte relacion con la humedad para las plantas que prosperan en el limite seco.
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