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RESUMEN

La Araucaria araucana (mol) k. Koch es un arbol milenario, endémico del bosque
templado chileno y argentino, declarado monumento natural y actualmente en
peligro de extincion. Recientemente, los individuos de A. araucana comenzaron a
mostrar diferente magnitud y grado de dafio foliar (i.e., decoloracién) en ramas y
copas. La decoloracion comienza desde la base hasta la parte superior y desde el
tronco hasta las ramas con anillos necroticos en lugares aleatorios de sus ramas,
causando en algunos casos la muerte. Estos sintomas y muerte se han atribuido a
una enfermedad aun desconocida. Las ceras de la hoja son compuestos principales
de la cuticula de las plantas superiores, responsables de reducir la pérdida de agua
y la difusion del gas, evitar la acumulacion de agua y polvo, facilitar la interaccion
planta-insecto y controlar las fluctuaciones de temperatura. Este estudio evalta el
dafo foliar utilizando tres clases diferentes de ceras de hojas (acidos grasos, n-
alcanos y alcoholes) en individuos de A. araucana del Parque Nacional Tolhuaca -
Chile, con (n = 5) y sin sintomas (n = 3) de la enfermedad. Comparamos la
abundancia y distribucion de la cera de la hoja (longitud de cadena promedio [ACL]
e indice de preferencia de carbono [CPI]) de individuos de A. araucana con y sin
sintomas; Distinguiendo entre tres niveles de dafio foliar (sin, medio y completo
dano foliar). Se extrajeron los lipidos totales (DCM : MeOH v / v 9:1) con microondas
de extraccion asistida, separando las clases de ceras con pequefias columnas
cromatograficas. La cuantificacion e identificacibn se realiz6 mediante
cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama y espectrometria de

masas, respectivamente. Los n-alcanos y alcoholes son significativamente mas
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abundante en individuos con dafio foliar (77,1+25,5 y 23,1+15,1 pg g*) que sin dafio
(sano) (28,9+18,8 y 2,2+3,5 ug g respectivamente), observando a su vez un mayor
ACL de acidos en individuos con dafio foliar. Una tendencia decreciente en el CPI
de &cidos grasos y ACL de n-alcanos se observa con un mayor nivel de dafio foliar.
Esta es la primera evidencia de la respuesta de A. araucana a una enfermedad aun
desconocida que mata a esta especie endémica. Las ceras de hoja pueden ser una
buena herramienta para evaluar esta enfermedad desconocida antes de ver los

sintomas como dafio foliar a nivel de la poblacion.

Palabras claves: A. araucana, acidos grasos, alcoholes, ceras de hojas,

enfermedad, n-alcanos.
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INTRODUCCION

En los bosques templados del extremo noroeste de la Patagonia Argentina y centro
sur de Chile, y de manera Optima sobre los 1000 msnm crece un arbol endémico
llamado Araucaria araucana (Molina) K. Koch o pehuén. Es una antigua especie de
gimnosperma (productora de semillas) de la division Pinophyta (conifera) (Montaldo,
1974), de lento crecimiento y longevo, alcanzando edades mayores a mil afos
(Donoso, 1993). Se destacan sus troncos, rectos, largos y desprovistos de ramas
(en su etapa adulta), que sostienen copas simétricas (Montaldo, 1974). Hace miles
de afios que el pueblo mapuche se ha identificado con este arbol realizando
practicas culturales, sociales y espirituales. Practicas que perduran hasta hoy,
combinando aspectos economicos, ideolégicos y de organizacion social, como

sucede con la recoleccion de pifiones (semilla de A. Araucana) (Diaz et al., 2016).

La distribucion de A. araucana se ha visto reducida drasticamente desde la
colonizacion europea del norte de la Patagonia a mediados del siglo XIX,
principalmente por el aumento de plantaciones forestales de especies exoticas (pino
y eucalipto) e incendios forestales (Gonzales et al., 2006). Razén por la cual se
considera una especie de alto valor de conservacién, declarada monumento natural
en Chile desde 1990 (DS N°43, 1990). A. araucana es una especie protegida en
ambos lados de la Cordillera de Los Andes por CITES (sigla en inglés de The
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora).
Ademas, segun criterios de la Unién Internacional para la Conservacion de la

Naturaleza (UICN), el Ministerio del Medio Ambiente tiene esta especie en las
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categorias: Vulnerable (VU) a la poblacién de la cordillera de los Andes y en peligro
de extincion (EN) a la poblaciéon de la Cordillera de Nahuelbuta (DS N°29, 2018),
aumentando con esto la proteccion y el debido cuidado que hay que tener con esta

especie endémica.

Hace algunos afios se detectd la presencia de dafios foliares en ramas y copas (en
caso de individuos adultos) en distinta magnitud y grado de avance en varios
ejemplares de A. araucana. El dafo foliar se presenta como un anillo necrético,
hojas de color café, que aparece en un lugar “aleatorio” de alguna de sus ramas
expandiéndose a la totalidad de esta y en algunos casos al resto del arbol
provocandole la muerte (Corporacion Nacional Forestal [CONAF], 2016; Nufiez,
2017). Las hojas se decoloran (de verde a café) hasta secarse (CONAF, 2017). Este
problema ha llevado a que la CONAF, expertos de la Universidad de Concepcion
(UDEC) y el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) hicieran un catastro a nivel
nacional determinando que el 93% de la poblacion de A. araucana adulta se
encuentra afectada por esta condicién (ya sea parte de sus ramas 0 su copa
completa) donde el 1% del total de individuos adultos se encontraron muertos
(CONAF, 2017). Los ejemplares jovenes afectados alcanzan el 86% con un 8% de
ejemplares muertos (CONAF, 2017; Bevilacqua, 2017). Por lo preocupante de esta
situacion el Ministerio de Agricultura, el SAG y CONAF lideran un equipo
multidiciplinario publico-privado, nacional e internacional para afrontar esta situacion
a través de distintas lineas investigativas en el que los principales postulados
responsables de este fenomeno se asocian a patbégenos como, escarabajos de

corteza americanos, barrenadores y hongos (CONAF, 2017). Resultados
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preliminares de investigadores de UDEC, Universidad de California y Universidad
Andrés Bello han realizado un catastro de las poblaciones bioldgicas presentes en
A. araucana encontrando especies patégenas en mayor cantidad en individuos
enfermos que en los sanos (Bevilacqua, 2017). También se han encontrado hongos
gue segun investigadores de la UFRO (Universidad de la Frontera) al parecer no
serian relevantes en el dafio y muerte de las Araucarias (Nufiez, 2017). Por otra
parte, Investigadores de UDEC, UFRO y Universidad Austral asocian este dafio
foliar a cambios climaticos, ya que, si cambia la temperatura y se ve afectado el
equilibrio hidrico existira una alteracion en el ambiente en el que las plantas (i.e., A.
araucana) se veran forzados a adaptarse en cortos periodos de tiempo. Esto los
llevaria a un estrés que se traduciria en un debilitamiento contra organismos
patdgenos que por lo general estan presente en el ambiente (Herrera, 2017;
Martinez, 2017). Las investigaciones se encuentran abiertas y en proceso,
encontrando soOlo una publicacion y una nota referente al tema en la base

bibliografica SCOPUS (Medina et al., 2018; Pérez et al., 2018).

Sea cual sea el efecto del ambiente u organismos patdgenos, una respuesta a esta
enfermedad foliar, podria encontrarse en una de las principales adaptaciones de las
plantas vasculares para la vida en el ambiente terrestre, la cuticula (Jetter et al.,
2006). La cuticula es un recubrimiento de lipidos que cubre las hojas de las plantas
y esta compuesta basicamente de dos materiales lipofilicos: cutina y ceras (Jeffree,
2006; Bargel et al., 2006). Las ceras son de vital importancia ya que cumplen la
funcién de limitar la pérdida de agua por la cuticula, minimizando el intercambio (y

pérdida) de gases (CO2, O2) y agua (H20) (Jeffree, 2006; Jetter y Riederer, 2016).
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Las ceras también inducen el desprendimiento de gotas de agua y particulas de
polvo, asi como de esporas (Jeffree, 2006; Samuels et al., 2008). Son una barrera
protectora contra insectos, evitan la proliferacion de microbios patégenos, actian
como barrera termorreguladora, protegiendo contra rayos UV e impidiendo la
adhesion incontrolada de las células epidérmicas de los 6rganos en las primeras
fases de desarrollo (correcta formacion de érganos) (Riederer, 2006; Stark y Tian,

2006; Leide et al., 2011; Ebada et al., 2017).

Quimicamente, las ceras son una mezcla de compuestos alifaticos en series
homdlogas de cadenas largas como alcoholes, acidos grasos, n-alcanos, esteres,
aldehidos y cetonas (Bargel et al., 2006; Jetter et al., 2006; Dragota y Riederer,
2008; Tafolla et al., 2013; Sharma et al., 2018). Las interacciones de estas cadenas
alifaticas con otras moléculas provienen de fuerzas de tipo London-Van der Waals
por lo que poseen una alta hidrofobia y bajo punto de fusion. Estas ceras en las
plantas estan compuestos por metabolitos secundarios y metabolitos primarios, los
cuales son considerados sustancias esenciales para la vida de la célula (Marco,
2006). Las cadenas alifaticas de alcoholes, acidos grasos y n-alcanos son ceras
gue se puede caracterizar por su largo (> C24), segun su abundancia o
concentracion total y su distribucion, distribucion referida a la dominancia de
cadenas homadlogas par sobre impar (e.g. alcoholes y acidos grasos) o impar sobre
par (e.g. n-alcanos) (Kerstiens, 2007; Dragota y Riederer, 2008; Tafolla et al., 2013;
Sharma et al., 2018). Existen varios indices que permiten evaluar su distribucion,
como por ejemplo el largo de cadenas promedio (ACL, por su sigla en inglés) que

describe el promedio de nimero de atomos de carbono por molécula ponderada por
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la abundancia del compuesto y el indice de preferencia de carbono (CPI, por su
sigla en inglés) que mide la abundancia relativa del largo de cadenas de carbonos

pares sobre el largo de las cadenas impares (Jetter et al., 2006; Guo et al., 2015).

Metabdlicamente, los acidos grasos son precursores de las otras ceras, considerado
como un policétido debido a que la fuente Unica de todos sus atomos de carbono
proviene del &cido acético (en su forma biol6égicamente activa, acetilCoA) (Marco,
2006). Los acidos grasos por procesos de elongacion, estan presentes en mayor
abundancia como homologos pares de largas cadenas (C20-Cazs) que por reduccion
forma alcoholes primarios (C22-Ca0) y a través de procesos de descarboxilacion
pierden un carbono en la forma de CO2, explicando la presencia de nimeros impar
de atomos de carbono en las cadenas homologas de n-alcanos (C21-Czs) (Marco,

2006; Tafolla et al., 2013; Sharma et al., 2018).

Varios estudios han demostrado que la concentracion y distribucion de ceras (e.qg.,
n-alcanos y acidos grasos) puede variar dentro de una misma especie, anualmente
0 por temporadas, en organos de un mismo individuo (i.e., entre hojas), por su
ontogenia y por cambios de temperatura y/o presion atmosférica (e.g., Bargel et al.,
2006; Jetter et al., 2006; Guo et al., 2015; Huang et al., 2018). Todas estas
variaciones pueden influir en las funciones de las ceras, ya que estan directamente
relacionadas con su estructura, composicion quimica y proporcion entre una y otra
(Tafolla et al., 2013). También la alteracion de la homeostasis de lipidos se ha

asociado a diversas enfermedades (Harayama y Riezman, 2018), por lo que el
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estudio de las ceras cuticulares de A. araucana parece oportuno e interesante, mas
aun por la condicion y mortandad que estan padeciendo en el centro-sur de Chile.
Existen pocas investigaciones de ceras cuticulares de A. araucana (Rafiia y Dodd,
1998; Dragota y Riederer, 2008), y a pesar del uso de diversas metodologias hay
evidencia de una mayor concentracion de n-alcanos de cadenas largas (destacando
series homologas impares de Cag, C31 Y Css, siendo Css el principal) comparado con
las concentraciones de &cidos grasos (C20-Css) y alcoholes primarios (C20-Cao)
(Dragota y Riederer, 2008). En este ultimo trabajo se utilizaron muestras de hojas
de A. araucana juveniles cultivados en invernaderos. Otro estudio compara n-
alcanos entre poblaciones de A. araucana de la Cordillera de Nahuelbuta con
individuos de la Cordillera de los Andes encontrando una mayor cantidad de
homdlogos impares de n-alcanos (en mayor abundancia C2g) en individuos de la
Cordillera de Nahuelbuta (Rafiia y Dodd, 1998) lo que puede ser interpretado como
una adaptacion ambiental de estas ceras frente a climas mas aridos. Puesto que el
principal contribuyente de la barrera de transpiracion cuticular proviene de derivados
de acidos grasos de cadenas muy largas como n-alcanos y alcoholes (Jetter y
Riederer, 2016), se puede esperar un cambio en la abundancia y distribucion de
ceras de hojas en individuos enfermos de A. araucana. La presente tesis propone
estudiar la composicién de ceras cuticulares (n-alcanos, alcoholes y acidos grasos
de cadenas largas [>C23]) de hojas de A. araucana comparando su abundancia y
distribucion en individuos enfermos y sanos, y a su vez comparar las hojas con dafio
foliar de hojas sin dafio de individuos enfermos del bosque templado del Parque

Nacional Tolhuaca de la Region de la Araucania, Chile.
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HIPOTESIS

o Hip 1. Existe una mayor abundancia de ceras (acidos grasos, n-alcanos y
alcoholes de cadenas largas [>C23]) en hojas de individuos de Araucaria araucana
enfermos que en hojas de individuos sanos.

o Hip 2: Existe diferencia en la abundancia y distribucion (indices: largo de
cadenas promedio [ACL] e indice de preferencia de carbono [CPI]) de las ceras de
hojas (acidos grasos, n-alcanos y alcoholes de cadenas largas) en individuos sanos
y enfermos de A. araucana al comparar ceras de hojas sin dafo (color verde), con
mediano dafio (empezando a decolorarse) y completo dafo foliar (decoloradas

completamente o cafés).
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OBJETIVOS

Objetivo General: Comparar la abundancia y distribucién de tres clases de ceras
de hojas (&cidos grasos, n-alcanos y alcoholes) en hojas de individuos enfermos y
sanos de A. Araucana del bosque templado del Parque Nacional Tolhuaca de la

Region de la Araucania, Chile.

Objetivos Especificos:

o Evaluar si las clases de ceras difieren en abundancia y distribucion (indices:
CPIly ACL) en hojas de A. araucana enferma y sanas.

o Evaluar si la distribucion (indices: CPI y ACL) de las ceras de hojas difieren
entre los 3 niveles de dafio foliar de hojas (hojas sin dafio, mediano dafio y completo

dafno) de A. araucana enferma.
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METODOLOGIA

Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en la zona centro sur de Chile, en la precordillera de la IX
Region de la Araucania, especificamente en la ribera de la Laguna verde
(38°12'48.3"; 71°44°’10.5”) a 1385 msnm (Fig. 1) de la reserva y Parque Nacional
Tolhuaca (PNT). La vegetacion de esta zona pertenece al bosque templado con
caracteristicas hidromérficas y andosuelos (suelos de ceniza volcanica) y debido a
su altitud predominan arboles de Araucarias y Lengas. El clima es lluvioso con cierta
sequia relativa de verano con una precipitacion que varia de 2500 a 3000 mm en el
afo y temperaturas moderadas. El principal efluente del lago es el Rio Malleco que

nace al Sudeste, constituyendo el limite sur del PNT (CONAF, 2014).

Figura 1. Area de estudio. a) Zona de muestreo en Chile, recuadro rojo. b) Parque Nacional Tolhuaca
(PNT) con la zona de Laguna Verde Tolhuaca en cuadro rojo. c) Laguna Verde y zona de muestreo
de A. araucana (punto amarillo). Fuente: Google Earth con edicion propia.
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Protocolo de muestreo

Las muestras de hojas de arboles fueron recolectadas en dos campafas, en el area
riberefia de la Laguna verde del PNT (Fig. 1), donde se eligieron individuos de A.
araucana sanos en enero del afio 2017 (muestreo en el cual no se encontraron A.
araucana enfermos o con dafio foliar) y A. araucanas enfermas (con dafio foliar) en
Diciembre del mismo afio. El sitio muestreado de la Laguna Verde fue elegido de
acuerdo a la accesibilidad, evitando senderos y el facil acceso humano para
minimizar las perturbaciones antropogénicas (Pu y Weiguo, 2011). Se recolectaron
hojas de 3 individuos sanos y 5 individuos enfermos de A. araucana, para este
ultimo caso se seleccionaron 3 niveles de dafo: hojas sin dafio (verdes), hojas con

medio dafio (decoloradas y con color verde y café) y completo dafio foliar

(totalmente cafes) (Fig. 2).

Figura 2. Individuos de A. araucana: a) A. araucana sana, b) A. araucana enferma, c) A. araucana
enferma con completo dafio foliar, d) A. araucana enferma con mediano dafio foliar y ) A. araucana
enferma sin dafio foliar (Edicidn propia).
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Para asegurarse de obtener condiciones similares en un mismo sitio (i.e., régimen
de luz, ubicacién vertical en el dosel) se eligieron de preferencia arboles alejados
de otros arboles, con hojas expuestas al sol pero bajo el dosel, considerando
recolectar aquellas sin dafio evidente de herbivoria (Feakins et al., 2016). Los
individuos elegidos fueron adultos de c.a. 10 metros de altura para evitar que los
distintos estados de ontogenia influyan en el analisis (Dodd y Afzal-Rafii, 2000). Las
muestras se tomaron a una altura mayor a 5 metros, con una podadora de ganchos.
Finalmente, hojas del follaje fueron recolectadas, guardadas y enumeradas en
bolsas de papel kraft. Una vez en el laboratorio se mantuvieron a 50°C en estufa

(Memmert, modelo Schutzart DIN 40050) hasta sequedad (Fig. 3).

|

Figura 3. Muestra visual de hojas recolectadas: A) cafés o con completo dafio foliar, B) hojas con
mediano dafio foliar (verde con partes café) y C) hojas sin dafio foliar (de color verde). D) Se muestra
a modo de comparacion con la longitud en centimetros de las hojas en sus distintos grados de dafio
foliar (Edicion propia).
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Extraccion de lipidos de ceras de hojas

Una vez secas las hojas se seleccionaron aquellas con un minimo dafio (i.e.,
herbivoria), las cuales fueron cortadas con tijeras de acero inoxidable limpiadas
previamente con solventes organicos (Metanol, Acetona, Hexano). Se extrajeron los
lipidos de 0,5 gramos de hoja por individuo en 20 mL de Diclorometano:Metanol
(DCM:MeOH) (9:1 v/v) y 25 uL de estandar interno (cis-10-nonadecenoico, 5-
alfacolestano y nonadecanol) para calcular la recuperacion de &cidos grasos, n-
alcanos y alcoholes respectivamente. Para la extraccién de lipidos totales se utilizé
un microondas de extraccion asistida (MAE, por sus siglas en inglés), con una
rampa de 100°C a los 10 min, un tiempo de espera de 15 min a 100°C y 30 min de
enfriamiento, repitiendo este proceso 3 veces. El extracto total de lipidos (ETL) fue
depositado en tubos de vidrios previamente calcinados y secados bajo N2 gaseoso
en un Flexi-vap (Glas-Col, Modelo 109A-YH-1), concentrandolo para ser guardado
en viales de 4 mL.

El ETL se separ6é en 3 fracciones de distinta polaridad en una columna de
separacion de fase solida de aminopropil (Marca Clean up), previamente lavada con
10 mL de metanol, repitiendo el proceso 4 veces. ElI ETL se hidrato con 100 uL
DCM:2-propanol (2:1 v/v) y se cargé a la columna, se esperd 1 min y se repitié este
proceso (3 veces). Los n-alcanos y alcoholes fueron eluidos en una fraccién neutral
con 10 mL de DCM:2-propanol (2:1 v/v), que corresponde a la primera fraccion
neutra. Los acidos grasos se eluyeron con 10 mL de AAG:éter (1:24 v/v) (Acido
Acético Glacial: Dietil-Eter) que corresponde a la segunda fraccién de elucion. La

ltima fraccién que contiene fosfolipidos fue eluida con 10 mL de Metanol (100%).
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Todas las fracciones fueron concentradas por secado facilitado con un flujo de N2
gaseoso por Flexi-vap y concentradas en un vial de 4 mL. La primera fraccion
neutral que contiene n-alcanos y alcoholes y la segunda fraccion que contiene los
acidos grasos fueron analizadas en este estudio.

Para el andlisis de n-alcanos y alcoholes, la fraccion neutral fue separada en 5
fracciones de acuerdo a sus polaridades, en una columna de silica gel 60 (0,065-
0,200 marca Meck) activada a 450°C. La muestra se cargo con un pequefio volumen
de DCMy se dej6 secar (24 hrs aprox.). Las fracciones se eluyeron con 4 mL de los

solventes de la tabla N°1 y depositados en viales de 4 mL.

Tabla 1. Fracciones de lipidos separados con la columna de silica gel.

Fraccion | Solvente Compuestos
F1-F2 | Hexano n-Alcanos saturados e insaturados
F3 | DCM Cetonas

F4 | DCM:ETOAC (8:2 viv) | Alcoholes

F5 | ETOAC Acidos y dioles

F6 | DCM:MeOH (7:3 viv) Acidos y dioles més polares.

La fraccion F1-F2 se cargd con 100 uL de hexano en la columna de Silver silica
(preparada en laboratorio por proceso de impregnacion de nitrato de plata)
previamente lavada con hexano, para eluir con hexano la fraccion saturada y
DCM:MeOH (1:1 v/v) la insaturada, donde se analiz6 la fraccion de n-alcanos

saturados.
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Derivatizacién

La fraccion de acidos grasos y alcoholes necesitaron ser derivatizadas para reducir
la polaridad de sus moléculas. En el caso de los acidos grasos se procedio a
metilarlos, esto reduce la polaridad de la molécula al reemplazar los hidrogenos
activos por grupos metilos, generando acidos grasos metil éster (sigla en Inglés,
FAMEs). En breve, se le agregaron 500 uL de BF3 (Metanol trifluoruro de boro) a
cada muestra acelerando la reaccion a 60° C por 20 min. Una vez que se enfriaron
se procedié a adicionarles 500 pyL de agua mili-Q y 500 yuL de DCM. La mezcla fue
homogeneizada en vortex y se dejo reposar hasta que se formaron dos fases. La
fase organica se extrajo y se llevo a un vial de 4 mL, este proceso se repitio 3 veces,
fraccion que fue secada bajo N2 gaseoso.

Para la cuantificacion de los alcoholes se procedio a sililarlos, reemplazando un
hidrogeno activo por un grupo alquilsililo, disminuyendo la polaridad y haciéndolo
mas volatil para su cuantificacion. Para ello se le agregd 25 pL de piridina 'y 25 yL
de BSTFA [Bis (trimetilsililo)-trifluoro-acetamida] a cada muestra acelerando la
reaccion a 60°C por 40 min, una vez terminado este proceso las muestras se

secaron bajo N2 gaseoso.

Cuantificacion

Para la cuantificacion las muestras (acidos grasos, n-alcanos y alcoholes) se
recuperaron con 100 pL de un estandar externo de cuantificaciéon (Androstano). Las

fracciones fueron analizadas usando cromatografia de gas de llama para su
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cuantificacion (GC-FID 7890A, Agilent) y masa para su identificacion (CG-MS QP-
5050A-Shimadzu). Una vez obtenido el cromatograma, se identificaron los &cidos
grasos saturados, n-alcanos y alcoholes de cadenas largas que son los
correspondientes a las ceras de hojas con estandares reales y espectros de masa
(Jetter et al., 2006). Se reporta la abundancia del largo de cadena de cada acido
grasos, n-alcano y alcohol por el peso seco de la hoja ~ 0,5 g de hoja (ug g*) y por
area de hoja de A. araucana considerando cara abaxial y adaxial la cual es 42 y 50
cm? (ug cm™). La abundancia de las ceras de hojas (acidos grasos, alcoholes y n-
alcanos) de cadenas largas (>C23) en este estudio se expresan en microgramos (Jg)
por gramos de hoja seca promedio (ug g). Sin embargo, se adjuntan en anexo los
valores de abundancia promedio expresados en pg por area de hoja, usados al

comparar con otros estudios.

Para los indices de distribucion se calculo el largo de cadena promedio (ACL, por
sus siglas en inglés Average Chain Length), como:

ACLiota= Z Conxn/ZCn (1)
Donde n>22 y Cx,= concentraciéon de un acido graso o n-alcano con “y” carbonos
(Luo et al., 2012).
También el indice de preferencia de carbono (CPI, por sus siglas en inglés Carbon

Preference Index) (Ohkouchi et al., 1997), como:

CPl(acidos grasos)=2%pares(Cz24-Cz4) / [>_ impares (C23-Csz)+ Y impares (Cos-Css)] (2)

El CPI de n-alcanos se calcul6 usando la ecuacion de Guo et al., (2015) modificando

el rango de cadenas de Cz4 a Caa:
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CPliota= 72 ([Z 0odd Cna7-31)/ Z even Cnas-32)] + [ 2 0dd Cn2s-33/ Z even Cnas-32)]) (3)

Donde C es el contenido relativo de n-alcanos y n es el numero de carbono.

Estos resultados fueron expresados en gréficos utilizando los programas Sigma Plot
12.2, R-studio y Microsoft Excel.

Para poder ver el posible efecto de la enfermedad en la abundancia y distribuciéon
(ACL y CPI) de ceras de hojas (acidos grasos, n-alcanos y alcoholes) en individuos
de A. araucana, comparamos las clases de ceras analizadas entre hojas de A.
araucana enferma con distintos niveles de dafio: completo, mediano dafio, sin dafio,

ademas de un control de hojas de A. araucana sana.

Analisis de datos

Para determinar diferencias de las abundancias de acidos grasos, n-alcanos y
alcoholes entre individuos de A. araucana enfermos (3 niveles de dafio en hojas) y
sanos, se calcularon medias y desviaciones estandar (SD sigla en inglés). Luego
para evaluar diferencias significativas de abundancia, ACL y CPI de acidos grasos,
n-alcanos y alcoholes entre individuos enfermos (3 niveles de dafio) y sanos se
realizaron analisis estadisticos no paramétricos: Kruskal-Wallis para evaluar
diferencia entre mas de dos grupos y Mann-Whitney para evaluar diferencias entre
dos grupos de datos. Donde los valores de p < 0,05 nos presentan diferencias

significativas entre grupos de datos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Abundancia total de ceras de hojas (acidos grasos, alcanos y alcoholes) en

individuos de A. araucana enfermay sana

En las hojas de los individuos de A. araucana enferma (abundancia promedio de los
3 niveles de dafio en individuos enfermos) las abundancias de acidos grasos
variaron entre 317,3y 819,5 ug g* con un promedio de 544,8+140,6 ug g* (SD). El
contenido de n-alcanos fue mucho menor (e.g. mas de 10 veces que en acidos
grasos) variando entre 40,3 a 143,6 ug g* con un promedio de 71,1+25,5 ug gty
los alcoholes presentaron las menores concentraciones entre 6,2 a 60,8 pug g*

promediando 23,1+15,1 ug g* (Fig. 4).

En hojas de individuos de A. araucana sana los acidos grasos variaron entre 135,7
a 752,3 ug g* con una abundancia promedio de 445,8+308,3 ug g*. Los n-alcanos
fueron mucho menores a los acidos grasos (al igual que en A. araucana enferma)
variando entre 14,6 a 50,3 pg g con un promedio de 28,9+18,8 ug g, con valores
minimos de abundancia en alcoholes que variaron entre 0,1 a 6,3 pg g* con un

promedio de 2,2+3,5 ug g* (Fig. 4).
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Figura 4. Abundancia total promedio de largas cadenas de acidos grasos (C24 a Czs), n-alcanos (Czs
a Cs3) y alcoholes (C24 a Cz2s) en hojas de A. araucana enfermas (n = 15); sin dafio, mediano dafio y
completo dafio (i.e. n = 5, respectivamente) y hojas de A. araucana sanas (n=3) en ug g* de hojas
secas. En cada barra se muestra la desviacion estandar respectiva. * p<0,05.

Los acidos grasos comprenden mas del ca. 85% de las ceras de hojas analizadas
(Tabla 2), sin importar que el individuo de A. araucana esté enfermo o sano. De
hecho, al comparar la abundancia total de ceras (suma acidos grasos, n-alcanos y
alcoholes) (Fig. 5), sigue la misma tendencia vista al comparar los acidos grasos en
A. araucana enferma y sana (Fig. 4), mas abundante en individuos enfermos que
en sanos pero con altas desviaciones estandar. En literatura solo un trabajo reporta
la abundancia de acidos grasos de cadenas largas en hojas de A. araucana sanas
(Dragota y Riederer, 2008), en dicho trabajo los n-alcanos dominan en

concentracion seguido de acidos grasos y alcoholes.

Tabla 2. Clase de ceras de hojas analizadas expresadas en porcentaje promedio y desviacion
estandar.

Ac. Grasos (%) n-Alcanos (%) Alcoholes (%)

A. araucana 93,5+64,6 6,1+4,0 0,5+0,7
sana

A. araucana 84,5+21,8 12,0+£3,9 3,6£2,3
enferma
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Figura 5. Abundancia total promedio de largas cadenas de ceras (suma de acidos grasos [C24 a Caa],
n-alcanos [C23 a Cs3] y alcoholes [C24 a Cazs]) en hojas de A. araucana enfermas (n=5) y hojas de A.
araucana sanas (n=3) en ug g* de hojas secas. En cada barra se muestra la desviacion estandar
respectiva.

Es importante destacar que Dragota y Riederer (2008) utilizaron una metodologia
distinta a la de este estudio, analizando ceras epicuticulares y reportando solo un
ca. 5,4% de acidos grasos, contrastando con altas abundancias de n-alcanos
(91,7%) y alcoholes (2,9%) en hojas sanas de A. araucana (Porcentaje promedio de
acidos grasos, n-alcanos y alcoholes analizados [suma = 100%]). Esta tesis utilizd
un microondas de extraccion asistida de Ultima generacion, extrayendo el total de
lipidos de la hoja con una mezcla de diclorometano y metanol (9:1) incluyendo ceras
epicuticulares e intracuticulares (contenidas en la cuticula). Sin embargo, esta
diferencia metodoldgica no explica la mayor abundancia de acidos grasos (>85%)
respecto a las ceras de hojas analizadas. Las ceras epicuticulares se caracterizan
por ser compuestos alifaticos de largas cadenas como acidos grasos, n-alcanos,
alcoholes (entre otros) (Jetter y Schafer, 2001) y las ceras intracuticulares son

dominadas por triterpenos y compuestos de cadenas cortas con pegquefias

30



cantidades de alcoholes primarios y n-alcanos (e.g. Buschhaus et al., 2007; Tafolla
et al., 2013). Por lo tanto, la metodologia aplicada no deberia afectar la abundancia

de ceras de cadenas largas en individuos A. araucana.

En 2011, Diefendorf y colaboradores reportaron muy bajas concentraciones de n-
alcanos de cadenas largas en hojas de gimnospermas (grupo de plantas al que
pertenecen la A. araucana) con significativamente mas altas concentraciones de
acidos grasos y alcoholes de cadenas largas. Sin embargo, el mismo Diefendorf y
colaboradores en 2015, extendiendo sus muestras a coniferas del hemisferio sur
encontraron un mayor porcentaje de n-alcanos, seguido de acidos grasos y
alcoholes en especies de la familia Araucariacea, a la cual pertenece A. araucana.
Claramente, hay mas que estudiar en esta especie que actualmente se encuentra
en peligro de extinciéon (DS N°29, 2018). Es importante destacar que en estos
estudios se analizaron hojas de individuos de A. araucana (Dragota y Riederer,
2008) y de la familia Araucariacea (Dienfendor et al., 2011; Diefendorf et al., 2015)
mantenidos por afios en invernaderos y en algunos casos considerando individuos
de corta edad ca. 2 a 5 aflos (Dragota y Riederer, 2008). A diferencia de este
estudio, se seleccionaron individuos adultos (> 25 afios) en su ambienta natural

autéctono donde la especie ha vivido desde hace millones de afios.

Las ceras de hojas son compuestos que se caracterizan por ser esqueletos de

hidrocarburos totalmente saturados y no ramificados que pueden llevar una
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funcionalidad primaria que contiene oxigeno, es decir, un grupo terminal hidroxilo,
carbonilo o carboxilo (e.g. Jetter et al., 2006). La mayor abundancia de &cidos
grasos de cadenas largas en ceras de hojas de individuos de A. araucana (enfermos
y sanos) propone una capa cerosa de amplia region apolar (hidr6foba) de largas
cadenas de grupos alquilos unidos a un extremo carboxilo que confiere una
pequefa region polar (hidrofilica) (Marco, 2006). Su alta concentracidén podria estar
asociada a la necesidad de la capa cuticular de hojas de A. araucana con mas
afinidad por el agua del ambiente por razones de supervivencia y evolucién. Distinto
seria al tener mayor cantidad de n-alcanos que le conferiria una capa mas hidrofoba,

la que tendria poca interaccion con el agua del medio.
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Tabla 3. Abundancia total promedio y desviacién estandar de largas cadenas (>Cz23) dominantes de
Acidos grasos (cadenas pares), n-alcanos (cadenas impares) y alcoholes (C2s a Czg) en ug g* hoja
seca, la sumatoria de las cadenas dominantes (Cmax), ACL, CPIl y la abundancia total de todas sus
largas cadenas de individuos enfermos (n=5), y los tres estados identificados (sin dafio, mediano
dafio y completo dafio foliar) de A. araucana enferma (n = 5) y A. araucana sana (n=3) en ug g-1
hoja seca (todos los promedios son expresados con sus respectiva desviacion estandar). ND (No

detectado).
i Cc24 C26 C28 C30 C32 C34 Suma C max ACL CPI Total
Ac. Grasos (C26+C28+C30)
A. Araucana
Sana | 37,5%9,7 97,6+59,4  185,7+157,2 82,3+61,9 16,5+11,9 2,2+1,4 365,6 27,5 15,5 445,8+308,3
A. Araucana
Enferma | 54,6+19,4 95,7+22.2 192,9+59,3 135,8+52,0 31,4+15,5 2,9+1,6 424.,4 27,9 15,4 544,8+140,6
A. Araucana
Enferma
Sin dafio | 32,6+9,6 88,1+23 223,0+£70,4 125,8459,9  30,2+16,6 3,4+1,4 436,9 28,1 19,8 526,8+178,2
Mediano Dafio | 65,6+11,6 109,1+13,3 208,0+6,4 171,2+37,5  40,5+14,2 3,6+1,6 488,3 28,0 13,5 639,3+43,9
Completo Dafio 65,6+9,7 89,9+59,4 147,6£157,2 110,5+61,9 23,4+11,9 1,8+1,4 348,1 27,6 13,0 468,4+129,1
Cc23 C25 Cc27 C29 C31 C33 Suma C max ACL CPI Total
n-Alcanos (C27+C29+C31)
A. Araucana
Sana 1,1+0,4 2,3+0,9 5,1+3,0 8,245,7 5,0£3,9 2,6+2,6 18,4 28,6 5,6 28,9+18,8
A. Araucana
Enferma 2,1+0,8 5,5+2,8 12,74£3,5 22,7+9,1 13,146,7 7,615,7 48,5 28,8 48 77,1+25,5
A. Araucana
Enferma
Sin dafio 1,3+0,2 3,5+0,8 13,4142 28,1+13,8 18,1+9,8 13,0+7,1 59,7 293 55 91,1+36,7
Mediano Dafio 2,4+0,7 5,6+2,1 12,7+4,4 21,049 11,2428 5,5+2,5 44,9 28,7 43 72,2+18,9
Completo Dafio 2,610,8 7,5%£3,6 12,0+£1,9 19,0+4,0 9,9+2,6 4,4+1,4 41,0 28,4 47 67,9+13,5
c24 C25 C26 Cc27 C28 C max Total
Alcoholes
(C24)
A. Araucana
Sana 2,2+3,5 ND ND ND ND 2,2 2,235
A. Araucana
Enferma | 12,9+8,1 1,5+1,2 7,0+6,0 0,4+0,9 1,2+2,6 12,9 23,1+15,1
A. Araucana
Enferma
Sindafio | 11,2+4,7 1,6+1,6 6,5+4,9 0,4+1,0 11,2 19,8+11,1
Mediano Dafio | 14,6+11,3 1,8+1,4 5,4+2,2 0,4+1,0 1,2+2,8 14,6 23,6+13,1
Completo Dafio | 12,8+8,6 1,1+0,8 9,1+9,3 0,4+1,0 2,3+3,7 12,8 25,8+21,9
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Diferencias entre clases de ceras (&cidos grasos, n-alcanos y alcoholes) en

individuos de A. araucana enfermay sana

Acidos grasos

La abundancia total promedio de cadenas largas de acidos grasos metil éster (suma
de C»4 al Czs) en hojas de individuos de A. araucana enferma (n=5) (promedio 3
niveles de dafio n=15) fue de 544,8+140,6 ug gy 445,8+308,3 ug g* en hojas de
individuos de A. araucana sana (n=3) (Fig. 4). No existen diferencias significativas
entre la abundancia promedio de estos acidos grasos en individuos de A. araucana
enfermos y sanos (Mann-Whitney p=0,812). La mayoria de los trabajos que
describen ceras de hojas se basan en analisis de uno o muy pocos individuos (e.g.
Dragota y Riederer, 2008; Guo et al., 2014; Racovita y Jetter, 2016). La mayor
desviacion estandar en la abundancia promedio de A. araucana sana podria
deberse a que solo 3 individuos fueron analizados, ya que una menor desviacion
estandar fue observada en individuos enfermos en sus 3 niveles de dafio (n=5 por
3 [cada nivel]). De hecho, al comparar la abundancia promedio de cada nivel de los
5 individuos enfermos muestreados con la de los individuos sanos (n=3), también
se observa una menor desviacion estandar que en la abundancia promedio de los

sanos (Fig. 6).
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Figura 6. Abundancia total promedio de largas cadenas de acidos grasos (C24 a Css), en hojas de A.
araucana enfermas (n = 15); sin dafio, mediano dafio y completo dafio (i.e. n = 5, respectivamente)
y hojas de A. araucana sanas (n=3) en ug g de hojas secas. En cada barra se muestra la desviacion
estandar respectiva.

En individuos de A. araucana enferma (promedio de sus 3 niveles de dafio de hojas,
n=15) y sana (n=3) las cadenas de acidos grasos mas abundantes fueron Cys, C2s
y Cz0 (Fig. 7 a), donde el acido octacosanoico (Czs) domina los homdlogos
(192,9459,3 y 185,7+157,2 ug g*' de hoja seca respectivamente) en ambos
individuos. No existen diferencias significativas entre la abundancia promedio de
ceras de hoja en individuos enfermos y sanos, pero hay variaciones observables en
la abundancia promedio de las cadenas mas largas (Cz y Cs2), con mayores
abundancias en individuos de A. araucana enferma (Fig. 7 a). La distribuciéon de
acidos grasos dominantes (Cze, C28 ¥ Cs0) con abundancia maxima del Czs se
mantiene en los 3 niveles de dafio de hojas de A. araucana enferma con leves

diferencias en Czg, C30 Yy Ca2 (Fig. 7 b).
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Figura 7. Abundancia total promedio de cada una de las largas cadenas de &cidos grasos (Czs4 a Csa)
en: a) hojas de enfermas (n = 15) promedio de hojas sin dafio, mediano dafio y completo dafio (i.e.
n =5, respectivamente) y hojas de A. araucana sanas (n=3) en g g* de hojas secas. b) Abundancia
total promedio de cada una de las largas cadenas de acidos grasos (C2s a Css) en hojas de los 3
estados de A. araucana enferma (n = 5, en cada estado). Las barras con la desviacion estandar
respectiva.

Debido a esta mayor abundancia de las cadenas mas largas pares (Czo y C32) en
individuos de A. araucana enferma con respecto a la sana (Fig. 7 a), existen
diferencias significativas entre el ACL de acido grasos de hojas de individuos de A.
araucana enferma sin dafio y hojas de individuos de A. araucana sana (Mann

Whitney p=0,036), donde el ACL promedio de las hojas de individuos sin dafo
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enfermos es mayor que el ACL promedio de las hojas de individuos sanos (Fig. 8
a). Aungue se han llevado a cabo varios estudios de fisiologia de la cuticula y con
ellos de acidos grasos (e.g. Jetter y Schafer, 2001; Buschhaus et al., 2007; Racovita
y Jetter, 2016), solo se encontré6 un trabajo que caracterice abundancia y
distribucién (en forma de ACL) de &cidos grasos. En este estudio, Freimuth y
colaboradores (2017) evaluaron la distribucién de los &cidos grasos en la forma del
ACL, considerando especies de arboles angiospermas deciduas del bosque

templado.
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Figura 8. Diagrama de cajas: a) ACL (cadenas Cz4 a Cas) y b) CPI (cadenas Cz4 a Css), de acidos
grasos en hojas de A. araucana enferma con completo dafio, mediano dafio y sin dafio foliar y hojas
de A. araucana sana, donde la mediana de los datos esta representada como una linea dentro de la
caja, la mediana de los valores més altos y méas bajos son los que cierran esta caja, los valores
dentro de los bigotes son valores fuera de la media y los valores atipicos estdn marcados con un
punto.

Estas hojas deciduas son distintas a las hojas perennes de las A. araucanas del

bosque templado, de hecho estas especies (angiospermas deciduas) poseen una
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mayor abundancia en las cadenas de &cidos grasos de Czg seguido por Czs (a
diferencia de la A. araucana con dominante Czg) con un ACL variando entre 24 a 27
unidades comparado con el de A. araucana que es mayor a 27 variando entre 27 y
28,4 (Fig. 8 a) para los 3 niveles de dafio de hojas de A. araucana enferma y hojas

de A. araucana sana.

Los autores (Freimuth et al., 2017) reportan que un aumento en abundancias de
acidos grasos de cadenas mas largas se observa al aumentar la madurez de las
hojas en individuos de plantas vasculares aumentando con esto el ACL, debido al
incremento en la abundancia de las cadenas mas largas (e.g., Czo y Czs). Es decir,
la sintesis de novo de largas cadenas de acidos grasos se inicia con la hoja madura
y aumenta a medida que avanza su madurez. Sin embargo, esto no explica el mayor
ACL en ceras de hojas de A. araucana enferma (hojas sin dafio) que en hojas de
individuos sanos, ya que ambos individuos son similares en altura y por ende de
similar edad y con hojas maduras. Por lo tanto, sugerimos que hay un efecto en la
produccion de las cadenas mas largas de acidos grasos de ceras en individuos

enfermos de A. araucana a causa de la enfermedad que estan padeciendo.

El CPI de los acidos grasos de hojas de individuos enfermos presentan diferencias
significativas entre hojas sin dafio y mediano dafio (Mann-Whitney p=0,021),
también entre hojas sin dafio y completo dafio (Mann-Whitney p=0,012), donde un
menor CPI caracteriza las hojas con dafio foliar. Una disminucion del CPI ha sido
asociada a degradacion bacteriana de ceras hojas, donde una disminucién en su
valor es interpretado como una mayor degradacion de material organico (e.g.

Contreras et al., 2016; Bliedtner et al.,, 2018). Las ceras son compuestos
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recalcitrantes y de lenta degradacién (>2 afios) (e.g. Tu et al., 2017). Por lo tanto,
sugerimos que hay un cese en la produccién de largas cadenas de acidos grasos
(Ca2s, C30 y C32) en hojas con dafio foliar de A. araucana enferma, que se observa

de mejor manera con el CPI.

n-Alcanos

A diferencia de los acidos grasos, existen diferencias significativas en las
abundancia promedio de cadenas largas de n-alcanos (suma del C»3 al C33) en hojas
de individuos de A. araucana enferma (promedio de sus 3 niveles de dafio) con
77,1+25,5ug gt y 28,9+18,8 ug gt de hoja seca en individuos sanos de A. araucana
(Tabla 3). Mas abundantes en individuos enfermos de A. araucana (Mann-Whitney
p=0,017), también al comparar la abundancia total promedio de cada nivel de dafio
de individuos enfermos (completo, mediano y sin dafio foliar [n=5 respectivamente])
con la abundancia de individuos sanos (n=3) (Kruskal-Wallis p=0,059) (Fig. 9), sigue
siendo mayor en individuos enfermos, significativamente entre A. araucana enferma

con mediano dario foliar y A. araucana sana (Mann-Whitney p=0,036).

En individuos enfermos (promedio de sus 3 niveles de dafio) y sanos de A.
araucana, las cadenas largas de n-alcanos mas abundantes fueron Cz7, C29 y Ca1
(Fig. 10 a), donde el n-nonacosano (Czg) es el dominante (22,7£9,1y 8,245,7 ug g’

! de hoja seca respectivamente) en individuos enfermos y sanos.
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Figura 9. Abundancia total promedio de largas cadenas de n-alcanos (C23 a Cs3) en hojas de A.
araucana enfermas (n = 15); sin dafio, mediano dafio y completo dafio (i.e. n = 5, respectivamente)
y hojas de A. araucana sanas (n=3) en ug g de hojas secas. En cada barra se muestra la desviacion
estandar respectiva. * p<0,05.

La dominancia de n-alcanos de cadenas largas impares Cx9 y Csz; ha sido descrita
también por 2 estudios de individuos de A. araucana por Raffi y Dodd (1998) y
Dragota y Riederer (2008). Sin embargo, ambos trabajos reportan también al alcano
Cs3 como dominante, algo que solo se observa en A. araucana enferma sin dafio
foliar en este estudio (Fig. 10 b). Como se mencion6 anteriormente, Dragota y
Riederer (2008) trabajaron con individuos jovenes colectados en invernaderos,
donde el homologo dominante fue Css, mientras que el estudio de Raffi y Dodd
(1998) fue con A. araucanas adultas de 4 zonas autdctonas de esta especie (Los
Andes y las montafias costeras de Nahuelbuta en Chile) donde el homélogo
dominante fue C»9. Por lo tanto, se podria suponer considerando la dominancia
observada en este estudio (Cz7, C29 ¥ Cas, principal homologo Cz) que son estos

los n-alcanos dominantes de A. araucana en habitat naturales.
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Figura 10. Abundancia total promedio de cada una de las largas cadenas de n-alcanos (C23 a Css)
en: a) hojas de A. araucana enfermas (n = 15) promedio de hojas sin dafio, mediano dafio y completo
dafio (i.e. n = 5, respectivamente) y hojas de A. araucana sanas (n=3) en ug g* de hojas secas. b)
Abundancia total promedio de cada una de las largas cadenas de n-alcanos (C23 a Cz3) en hojas de
los 3 niveles de dafio en A. araucana enferma (n = 5, en cada estado). Las barras con la desviacién
estandar respectiva.

Los n-alcanos, debido a su alta conservacion en medios terrestres y acuaticos, han
sido las ceras de hojas mas estudiados hasta ahora (e.g. Diefendorf et al., 2011,
Luo et al., 2012; Bush y Mclnerney, 2013; Diefendorf et al., 2015). Aun asi, no se ha
reportado la distribucion de n-alcanos en forma de ACL o CPI en muchas especies,
entre ellas la A. araucana. En este estudio los valores de ACL varian de 28 a 30

unidades en individuos de A. araucana enferma (3 niveles de dafio) y sana
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respectivamente (Fig. 11 a), siendo estos valores menores a los reportados en hojas
de individuos de la Familia Araucariaceae cuyo ACL varia de 30 a 32 unidades
(Diefendorf et al., 2015). De hecho los valores de ACL de hojas de A. araucana
enferma y sana son comparables con el ACL de individuos de la familia pinaceas
del América del Norte, los que varian de 27 a 30 unidades (Diefendorf et al., 2011,
Diefendorf et al., 2015). Aunque existe una diferencia en el ACL de A. araucana
enferma sin dafio y A. araucana sana, siendo mayor en el individuo enfermo, esta
diferencia no es significativa (Mann-Whitney p=0,233) por lo que serian necesarios
estudios con mas individuos para asegurar o concluir que esta diferencia es por la

enfermedad que las esta afectando.
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Figura 11. Diagrama de cajas: a) ACL (cadenas Cz3 a Cs3) y b) CPI (cadenas Czs a Cs3), de n-alcanos
en hojas de A. araucana enferma con completo dafio, mediano dafio y sin dafio foliar y hojas de A.
araucana sana, donde la mediana de los datos esta representada como una linea dentro de la caja,
la mediana de los valores mas altos y méas bajos son los que cierran la caja, los valores dentro de
los bigotes son valores fuera de la media y los valores atipicos estdn marcados con un punto.
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Aunque los perfiles cualitativos de los homoélogos de n-alcanos fueron similares para
A. araucana enferma (promedio de sus 3 niveles de dafio de hojas) y sana, existe
una diferencia cuantitativa significativa entre las abundancias de sus largas cadenas
(Fig. 10 a). También hay una mayor abundancia de las cadenas mas largas de n-
alcanos (Caz9, C31y Cgz3) en A. araucana enferma sin dafio comparandola con las con
dafo foliar (Mediano y completo dafio) (Fig. 10 b). Esta diferencia se refleja de
manera significativa en el ACL, siendo mayor en individuos de A. araucana enferma
sin dafio que en individuos de A. araucana con completo dafio foliar (Mann-Whitney
p=0,021) (Fig. 11 a). Esto es interpretado como un posible cese de la biosintesis in
vivo de largas cadenas, como fue mencionado en la explicacion del CPI de acidos
grasos. La disminucion de ACL se ha estudiado por Bliedtner y colaboradores
(2018) quienes reportaron la degradacion de ACL de n-alcanos de hojas de arboles
caducifolios en relacion al material del suelo (0-5 cm) donde disminuye por accién
de degradacion de la materia organica. Sin embargo, esta degradacién es menor
(<0.5) que la observada en este estudio (>0,5), en caso de que exista degradacion
(Fig. 11 a). Por lo tanto, se sugiere que al igual que con los acidos grasos, podria
existir un cese de la biosintesis in vivo de las cadenas mas largas (y dominantes)
de estos compuestos a medida que aumenta el dafio foliar. Este efecto también
puede ser interpretado a partir del valor CPI, el cual muestra una diferencia
significativa entre individuos sanos y enfermos de A. araucana con mediano y

completo dafio foliar (Mann-Whitney p=0,036) (Fig. 11 b).

Es importante destacar que en n-alcanos se observan claras diferencias entre hojas

de individuos enfermos y sanos, e incluso entre hojas con diferente dafo foliar (Fig.
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10 y 11). Esta clase de cera en hojas de A. araucana podria ser utilizado para
detectar individuos enfermos sin dafio aparente. En todo caso, mas estudios son
requeridos para confirmar lo propuesto, especialmente considerando que no se
conoce el origen y tipo de enfermedad que esta atacando a esta especie endémica

de Chile y Argentina.

Alcoholes

La abundancia total promedio de cadenas largas de alcoholes (suma de C24 al Cas)
de los 3 niveles de dafio de individuos de A. araucana enferma (n=5) fue de
23,1+15,1 ug g'y en hojas de A. araucana sana (n=3) fue de 2,2+3,5 ug g* (Fig. 4).
Mas abundante significativamente en individuos enfermos (Mann-Whitney p=0,017),
y se puede observar que en todos los niveles de dafio de hojas de individuos
enfermos, los alcoholes fueron mas abundantes que en individuos sanos (Fig. 12),
pero solo es significativa al comparar hojas de A. araucana sana con hojas de A.

araucana enferma con mediano dafio (Mann-Whitney p=0,036) (Fig. 12).
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Figura 12. Abundancia total promedio de largas cadenas de alcoholes (C22 a Ca2s) en hojas de A.
araucana enfermas: Completo dafio, mediano dafio y sin dafio (i.e. n = 5, respectivamente) y hojas
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de A. araucana sanas (n=3) en ug g* de hojas secas. En cada barra se muestra la desviacion
estandar respectiva.

Como ya se menciond, los alcoholes son un menor porcentaje de las ceras de hojas
en individuos enfermos y sanos de A. Araucana (3,2+2,3 y 0,5+0,7%
respectivamente), estos resultados son comparables con el estudio de Dragota y
Riederer (2008) quienes reportan que los alcoholes (en forma de alcoholes
primarios [largas cadenas de Cz; a Csg]) son un 2,9% de las ceras de hojas de A.

araucana (comparando acidos grasos, n-alcanos y alcoholes).

En individuos de A. araucana enfermos (promedio de sus 3 niveles de dafio de
hojas) y sanos las cadenas de alcoholes mas abundantes fueron Czs y Cos (Fig. 13),
donde el tetracosanol (C24) actia como dominante (12,9+8,5 y 2,2+3,5 ug g* de
hoja seca respectivamente) en ambos individuos. Es mas abundante
significativamente la cadena de alcohol C24 en A. araucana enferma que en sana
(Mann-Whitney p=0,017). Esta diferencia se observa entre los 3 niveles de dafio de
hojas de A. araucana enfermay A. araucana sana (Fig. 13), significativamente entre
la enferma con mediano dafio y A. araucana sana (Mann-Whitney p=0,036). En A.
araucana sana se identificé solo las cadenas C»4, que probablemente por la baja
concentracion de las cadenas mas largas y por ende su baja intensidad (y/o
superposicion) de la sefial no pudieron ser establecidas. Mientras que en A.
araucana enferma dominan las cadenas pares (C24, C26) como ha sido determinado
en otros estudios de alcoholes de ceras de hojas (e.g. Eglinton y Hamilton, 1967,

Dragota y Riederer, 2008).
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Figura 13. Abundancia total promedio de cada una de las largas cadenas de alcoholes (C24 a Czs)
en hojas de los 3 niveles de dafio de hojas de A. araucana enferma, completo, mediano y sin dafio
foliar (n = 5, en cada estado) y hojas de A. araucana sana (n = 3). Las barras con la desviacion
estandar respectiva.

No se reportan efectos de cese de produccidon de cadenas largas de alcoholes en
ceras de hojas de A. araucana enferma en hojas con dafio foliar, como ocurre con
los acidos grasos y n-alcanos por lo que podrian ser compuestos que se generan in
vivo aun después de secarse la hoja. También es importante destacar que al igual
gue en n-alcanos, se observan claras diferencias de abundancia total y abundancias
de cadenas C24 de alcoholes entre hojas de individuos enfermos y sanos, e incluso
entre hojas de individuos enfermos con dafio foliar. Por lo tanto, los alcoholes al
igual que n-alcanos podrian ser utilizados para detectar individuos de A. araucana

enfermos sin dafio aparente.
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Este estudio se focaliz6 en largas cadenas (>C23) de &cidos grasos, n-alcanos y
alcoholes que junto con los ésteres, aldehidos y cetonas han sido reportadas como
los principales componentes de las ceras de hojas (e.g. Eglinton y Hamilton, 1967;
Tafolla et al., 2013). Aunque aun no estan del todo claro los mecanismos de
transporte en su produccién, se sabe que los &cidos grasos de 16 y 18 carbonos
son sintetizados de novo en los cloroplastos (Jetter et al., 2006) donde son
transportados al reticulo endoplasmatico sufriendo una elongacion que genera
acidos grasos de cadenas mas largas (de 20 a 34 carbonos) (Samuels et al., 2008;
Tafolla et al., 2013). En esta etapa de elongacion de acidos grasos a cadenas mas
largas mediante procesos de reduccion de acil-CoA (acetil Coenzima A) se forman
alcoholes primarios, dominados por cadenas pares (Jetter et al., 2006; Samuels et
al., 2008), y por procesos de descarboxilacion (perdida de un atomo de carbono) se
forman n-alcanos. Ya que tanto los n-alcanos como los alcoholes primarios se
forman luego de los procesos de elongacion, estos compiten por los precursores de
Acil-CoA de varias longitudes de cadena (Samuels et al., 2008; Tafolla et al., 2013).
Una vez producidos, estos compuestos son transportados fuera de la pared celular
donde forman las ceras de la cuticula. Esto quiere decir que la distribucion y
composicion de ceras de hojas viene determinada desde el crecimiento de la planta
(Arbol), guardados en su informacién genética producto de la evolucion de vivir con
diversos factores ambientales. Esto se observa en la dominancia de carbonos en
cada una de las ceras analizadas que no diferencian entre una A. araucana enferma
de una sana. Por ejemplo, la mayor abundancia en cadenas de &acidos grasos son
Cos, C28 y C30 con dominante comun Cpzg; la mayor abundancia en cadenas de n-

alcanos son Cy7, Cz9 y C3z1 con dominancia del Cyo; y en alcoholes el Cz4. Estas
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caracteristicas son cualitativas y como se mencioné anteriormente, se comparten
con otros estudios de A. araucana (Raffi et al., 1998; Dragota y Riederer, 2008) con
muy leves diferencias, pudiendo ser una caracteristica quimio taxonémica de la

especie en su ambiente natural.

En resumen este estudio reporta altas abundancias de acidos grasos y un menor
porcentaje de n-alcanos y alcoholes tanto en A. araucana enferma como sana. Pero
existe mayor abundancia en las cadenas mas largas de acidos grasos (Czs, C3o Y
Cs2) en hojas de individuos enfermos de A. araucana que en hojas de individuos
sanos, lo que se refleja en el mayor ACL en hojas de individuos enfermos. Este
aumento de las cadenas mas largas en individuos de A. araucana enfermos,
considerando su biosintesis, probablemente intensifico la descarboxilacion y
reduccion, generando con esto una mayor abundancia de largas cadenas de n-
alcanos y alcoholes (respectivamente), diferentes significativamente a las de ceras
de hojas de individuos de A. araucana sanos. En consecuencia, tanto n-alcanos
como alcoholes pueden ser compuestos determinantes para identificar si individuos
de A. araucana tienen esta enfermedad, independiente del nivel de dafio foliar que

tenga el arbol.

Otro punto importante, y que segun tenemos entendido no se ha estudiado, es el
cese de la biosintesis in vivo de ceras de hojas (antes de caer del arbol) que
generalmente es atribuida a la degradacion bacteriana post depositacional en el
suelo (e.g. Tu et al., 2017; Bliedtner et al., 2018). La disminucién significativa de CPI
en acidos grasos y disminucion significativa de ACL en n-alcanos es resultado de
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una menor abundancia de las largas cadenas de estos compuestos en A. araucana
enferma, lo cual podria ser interpretado como degradacion de las largas cadenas
de &cidos grasos a medida que aumenta el dafio foliar. Sin embargo, como se
menciond anteriromente, estas ceras de hojas son conocidas por su preservacion
post depositacional en suelos y sedimentos lacustres y marinos (e.g. Buggle et al.,
2010; Tu et al., 2017; Bliedtner et al., 2018). Una explicacion alternativa seria que
la enfermedad ademas de aumentar la produccion de n-alcanos y alcoholes, termine
por alterar la distribucion de acidos grasos y por ende la de n-alcanos disminuyendo
significativamente el CPI en acidos grasos y ACL en n-alcanos. Una explicacion
alternativa como se mencion0 anteriormente es que podria existir un cese de la
biosintesis de ceras durante el dafio foliar o decoloracién de las hojas. Por lo tanto,
un punto importante y a tener en consideracion en futuros estudios es la produccién
ceras o cese de la biosintesis por accion de dafo foliar in vivo viendo compuestos

especificos como las ceras de hojas.

Factores causantes de la enfermedad o dano foliar

Se han reportado varios estudios del papel que cumple la cuticula en enfermedades
de plantas (e.g. Blakeman, 1973; Belding et al., 2000; Sharma et al., 2018), estos
estudios en general son por enfermedades producto de patégenos. Ya que, como
se menciond en la introduccion las ceras de la cuticula evitan el atague de bacterias
y hongos (Blakeman, 1973; Belding et al., 2000) y la protege de insectos (Znidarcic

et al., 2008). Belding y colaboradores (2000) estudiaron la mancha de hollin
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(Hongos) especificamente Peltaster fructicola y Leptodontidium elatius en ceras
epicuticulares de cultivares de manzana, aunque hubo diferencias en las
proporciones relativas de n-alcanos, no se relacionaron con la gravedad de la
mancha de hollin. Marcell y Beatti (2002) evaluaron la influencia de las ceras
cuticulares foliares en la colonizacion bacteriana de las hojas de 4 mutantes de maiz
brillante (Zea mays L.), determinando que el apoyo a la colonizacién bacteriana era
producido por una menor densidad de las ceras cristalinas en las hojas. También
se ha propuesto que grosor y la estructura tridimensional de los cristaloides de cera
de hoja protegen las hojas y frutos de los patdégenos fungicos (Uncinula necétor) en
bayas de uva (Schwab et al., 1995). Estos y otros estudios (Gentry y Barbosa, 2006;
Baldotto y Olivares, 2008; Kosma et al., 2010) nos hablan de lo determinante que
son las ceras cuticulares para el crecimiento o expansion de patdgenos en las hojas
(o partes de aéreas de las plantas), sugiriendo que una mayor densidad de las ceras
conlleva a una mejor proteccion, ya que, habria una mayor permeabilidad cuticular,
minimizando la exudacién de nutrientes que favorecen el crecimiento de patégenos.
Basandonos en esta informacién, podriamos esperar que una mejor adaptacion de
la composicion quimica de las ceras de hojas a fin de mejorar su permeabilidad,
seria aumentar los compuestos derivados de largas cadenas de acidos grasos como
lo sugiere Jetter y Riederer (2016). Pero no hay estudios que demuestren algun
efecto en la composicion quimica de las ceras de hojas, por lo que mas estudios
son necesarios para determinar la influencia de patégenos en ceras.

Se puede asegurar o descartar la presencia de organismos patégenos influyentes
o desencadenantes de la enfermedad de A. araucana, por lo que se evalla el

contenido presencia de ergosterol (esterol que compone las membranas celulares
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de los hongos y ciertos protistas) en la fraccién polar conteniendo los alcoholes y
esteroles con fragmentos caracteristicos de ergosterol sililado (m/z 363, 157 y 337)
en cromatogramas (CG-MS QP-5050A-Shimadzu) de A. araucana enferma (en sus
3 niveles de dafio foliar) sin encontrarlos (Anexo, Fig. 15).

Dentro de los desencadenantes de enfermedades en plantas estan los agentes
primarios biéticos (ya mencionados) y los abidticos, estos ultimos son factores
fisicos del medio ambiente que rodean la especie (en este caso A. araucana) y le
permiten vivir. Como se menciond en la introduccion existen varios factores que
afectan la abundancia y distribucion de las ceras de hojas. En A. araucana enferma
reportamos un aumento de las cadenas mas largas de acidos grasos (>Czs)
(Demostrado significativamente en el ACL) y con esto una mayor abundancia de n-
alcanos y alcoholes en ceras de hojas, esto no podria deberse a la madurez de las
hojas, como lo reporta Freimuth y colaboradores (2017), debido a que es este
estudios estas son de caracteristicas similares (adultos y hojas muestreadas bajo el
dosel). Se han reportado variaciones en las ceras (abundancia y/o distribucion)
producto de cambios de temperatura y aridez (humedad) (e.g. Cui et al., 2008; Luo
et al., 2012; Guo et al., 2015), sin embargo, no se reportaron variaciones
significativas de temperatura y humedad entre enero y diciembre (2017) en la
Laguna Verde del PNT (Anexo, Fig. 14). Lo mismo es observado en la precipitacion
gue no sufrio cambios significativos entre esos meses (Anexo, Tabla 4). Aln quedan
por estudiar factores abibticos que podrian influir o ser determinantes directos de la
enfermedad que acontece hoy en dia esta endémica especie, como puede ser

presién atmosférica o radicacion (e.g. Gonzales et al., 1996; Pilon et al., 1999), ya
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gue, no se encontraron registros del afio 2017 en el PNT (Fuente:

www.minenergia.cl/exploradorsolar/).

Nuestros resultados en ceras de hojas de individuos de A. araucana enferma,
podrian ser una respuesta a cambios ambientales (como precipitacion, radiacion,
temperatura, humedad, etc.) de las Ultimas decadas o incluso antes. Lo que debe
ser corroborado con mas estudios para determinar las causas de la enfermedad.
Este trabajo propone los compuestos n-alcanos y alcoholes de ceras de hojas, como
una diagnostico de alarma temprana a la enfermedad que esta mermando a la
poblacién de A. araucana.

Una informacion relavante, de lo observado en los muestreos, es que en enero
(2017) en la rivera de Laguna Verde del PNT no se reportaban individuos de A.
araucana enfermos o con avance de dafio foliar inusual, mientras que en diciembre
del mismo afo, varios individuos tenian la enfermedad. Tambien en zonas cercanas
como el Parque Nacional Conguillio (Muestreo proyecto Fondecyt 1160719,
diciembre 2018) se observo individuos de A. araucanas enferma principalmente en
zonas bien expuestas, alejadas del dosel vegetal y cercanas a lagos (Laguna
Captren y Lago Conguillio). Lo mismo fue observado en individuos de la rivera del
Lago Galletué. Por lo que variaciones en la radiacién, humedad (u otros factores
fisicoquimicos) incluyendo la reduccion de los bosques nativos de esta endemica
especie, podrian haber desencadenado la enfermedad que esta padeciendo esta

especie que hoy en dia se encuentra en peligro de extincion.
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CONCLUSION

Los individuos de A. araucana enfermas como las sanas en su ambiente natural
poseen gran abundancia de A&cidos grasos comparativamente con otros

componentes de ceras de hojas como n-alcanos y alcoholes.

La A. araucana presenta caracteristicas cualitativas quimio-taxonémicas idénticas
para individuos enfermos y sanos, siendo las cadenas mas abundantes para acidos
grasos Czs, C2s y C3o con dominante comun Czg, para n-alcanos Cz7, C29y C31 con

dominancia del Cz; y alcoholes con dominante Cz4, respectivamente.

Las ceras de hojas permiten examinar y diferenciar no solo un individuo de A.
araucana enfermo de uno sano, también permiten examinar y diferenciar los
distintos niveles de dafio de hojas (completo, mediano y sin dafo foliar) de un

individuo enfermo, ya que:

o Existe una mayor abundancia de cadenas largas de n-alcanos y alcoholes en
hojas de individuos de A. araucana enferma que en hojas de individuos
sanos, producto de un mayor ACL de acidos grasos en hojas de individuos
enfermos que en hojas de individuos sanos.

o Existe diferencias en la distribucion (ACL y CPI) de las ceras de hojas de un
individuo de A. araucana enfermo, comparando hojas con completo, mediano

y sin dafio foliar, donde: el CPI de acidos grasos es mayor en hojas sin dafio
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gue hojas con dafio foliar y el ACL de n-alcanos es mayor en hojas sin dafio

gue hojas con completo dafio foliar.

Esta tesis muestra una clara respuesta a la enfermedad que padecen hoy en dia
poblaciones de A. araucana como mecanismo de proteccion, mejorando la capa
externa con la que se protegen del medio ambiente. Este estudio es uno de los
pocos que muestra una clara respuesta a condiciones hostiles para un arbol en la

abundancia y distribucion de ceras de hojas de plantas vasculares.
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Figura 14. a) Temperatura (°C) y b) humedad relativa (%) mensual promedio del aire en Laguna
Verde del PNT desde enero a diciembre del 2017 (Tiempo en que se realizaron los muestreos de A.
araucana). Datos proporcionados por Dr. Sergio Contreras proyecto Fondecyt 1160719.
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Tabla 4. Precipitacion mensuales (mm) de los afios 2009 al 2018 en Laguna Malleco, estacion
meteoroldgica mas cercana a Laguna Verde Tolhuaca del PNT (Latitud: 38° 12’ 55” S, Longitud: 71°
48’ 40” W), extraida de la Direccion General de Aguas (www.dga.cl), Ministerio de Obras Publicas
(Gobierno de Chile).
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Figura 15. Ejemplo de un cromatograma de la fraccién de alcoholes derivatizados en hojas de A.
araucana enferma y fragmentos de masa caracteristicos (m/z 363, 157 y 337) del compuesto

ergosterol TMS (Trimetilsilil).
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