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RESUMEN

A pesar de la creciente crisis global de incendios forestales, existe un area de la quimica
vegetal que ha permanecido mayormente inexplorada en relacion con la inflamabilidad:
las ceras cuticulares. Las ceras cuticulares constituyen una fuente importante de
compuestos quimicos alifaticos de cadena larga (Cz0y Cas), principalmente acidos grasos
y sus derivados como, alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres que podrian poseer
propiedades que facilitan la ignicién (puntos de inflamacion relativamente bajos). Las
ceras cuticulares representan un recubrimiento protector que actian como un
mecanismo adaptativo fundamental para tolerar el estrés bidtico y abidtico, y
actualmente sobre todo frente al cambio climatico. Precisamente, las especies
esclerofilas, se caracterizan por presentar un alto contenido de cera cuticular en sus
hojas. El objetivo central de este estudio fue investigar la relacién entre la inflamabilidad,
y los rasgos quimicos cuticulares de las hojas de especies nativas del bosque esclerofilo
chileno. Nuestros principales resultados demuestran que una alta concentracion de ceras
cuticulares promueve la inflamabilidad, siendo la fraccién de no-alcanos el principal
contribuyente. La fraccién de alcanos estuvo presente en la totalidad de las especies
analizadas, constituyendo en promedio el 29% del contenido total de ceras. Esta fraccion
fue dominante en Quillaja saponaria, siendo el nonacosano y el heptacosano los
compuestos quimicos mas representativos para todas las especies. En contraste, la
fraccion de no-alcanos representé la porcion mayoritaria (71%), alcanzando sus
maximos contenidos en Persea lingue y Cryptocarya alba. La inflamabilidad de las
especies se clasificd en tres grupos, alta, media y baja. Se determinaron con una
inflamabilidad alta P. lingue y C. alba, de perfiles quimicos similares, caracterizados por
una mayor concentraciéon de ceras dominadas por no-alcanos, con la cetona (16-
hentriacontanona) como compuesto clave. En contraste, las especies del grupo menos
inflamable, Q. saponaria y Colliguaja odorifera, presentaron el menor contenido total de
ceras. Lithraea caustica fue una especie de inflamabilidad intermedia con una alta
diversidad de compuestos quimicos. Dado que el bosque escleroéfilo ha sido declarado
como degradado y que esta constantemente amenazado por los incendios forestales, la
identificacion de estos rasgos quimicos inflamables en las especies nativas provee una
respuesta cientifica esencial para mejorar la gestién del paisaje y la prevencion de

incendios en el ecosistema.
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SUMMARY

Despite the growing global wildfire crisis, there is an area of plant chemistry that has
remained largely unexplored in relation to flammability: cuticular waxes. Cuticular waxes
constitute an important source of long-chain aliphatic chemical compounds (Czo and Cza),
mainly fatty acids and their derivatives such as alcohols, aldehydes, ketones, and esters,
which could possess properties that facilitate ignition (relatively low flash points).
Cuticular waxes represent a protective coating that acts as a fundamental adaptive
mechanism to tolerate biotic and abiotic stress, particularly in the current context of
climate change. Sclerophyllous species, in particular, are characterized by a high cuticular
wax content in their leaves. The central objective of this study was to investigate the
relationship between flammability and the cuticular chemical traits of leaves from native
species of the Chilean sclerophyllous forest. Our main results demonstrate that a high
concentration of cuticular waxes promotes flammability, with the non-alkane fraction
being the main contributor. The alkane fraction was present in all the analyzed species,
constituting on average 29% of the total wax content. This fraction was dominant in
Quillaja saponaria, with nonacosane and heptacosane being the most representative
chemical compounds across all species. In contrast, the non-alkane fraction accounted for
the majority (71%), reaching its highest levels in Persea lingue and Cryptocarya alba. The
flammability of the species was classified into three groups: high, medium, and low. P.
lingue and C. alba were determined to have high flammability, showing similar chemical
profiles characterized by a higher concentration of waxes dominated by non-alkanes,
with the ketone (16-hentriacontanone) as a key compound. In contrast, the species in the
least flammable group, Q. saponaria and Colliguaja odorifera, presented the lowest total
wax content. Lithraea caustica exhibited intermediate flammability with a high diversity
of chemical compounds. Given that the sclerophyllous forest has been declared degraded
and is constantly threatened by wildfires, the identification of these flammable chemical
traits in native species provides an essential scientific response to improve landscape

management and fire prevention in the ecosystem.
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION

Los incendios forestales contintian representando una amenaza creciente en Chile y en el
mundo [1, 2, 3]. La convergencia entre el cambio climéatico global y diversos factores
antropogénicos ha contribuido al aumento en frecuencia y severidad de los incendios
forestales, resultando en graves procesos de degradacién a nivel ecoldgico, social y
econdémico [3, 4]. Un ejemplo de esto fue la tragedia ocurrida en Chile durante la
temporada 2017, donde se quemaron mas de 500.000 h de bosque forestal vy,
recientemente, los mega-incendios de febrero de 2024 en Valparaiso, que se cuentan
entre los mas mortiferos del mundo del dltimo siglo, causando la pérdida de 137 vidas
humanas y evidenciando la vulnerabilidad de las zonas de interfaz urbano-forestal [5, 6].
La zona centro y centro sur de Chile posee un régimen de clima mediterraneo, condiciéon
climatica que solo se encuentra en cinco regiones geograficas del mundo. Este ecosistema,
conocido como el Bosque Escleréfilo Mediterraneo Chileno, es considerado un hotspot
mundial de biodiversidad y se distingue por su alto valor endémico [7]. Sin embargo, la
alta densidad poblacional, cambios en el uso de la tierra y en sus condiciones climaticas,
atentan contra su biodiversidad; siendo la pérdida de habitat y el riesgo de incendios las
amenazas mayores. Este tipo de ecosistema mediterrdneo presenta una condicién
climatica que favorece el desarrollo de incendios forestales, especialmente en la
temporada de verano, cuando las bajas precipitaciones y las altas temperaturas
contribuyen a la desecacion del combustible vegetal, lo que incrementa su inflamabilidad
[8]. Diversos estudios sobre cambio climatico en Chile advierten que estas tendencias
podrian intensificarse en las proximas décadas, incrementando el riesgo de incendios en
laregién. En particular, los prondésticos sugieren que las temperaturas podrian aumentar
entre 0,7°Cy 1,3°C para mediados de siglo, mientras que las precipitaciones se reducirian

entre un 10% y un 20% [9, 10].

Actualmente, el bosque escleréfilo chileno exhibe severos procesos de degradacion
ecosistémica. Un analisis de riesgo multifactorial reciente concluy6 que este bosque se
encuentra al borde del colapso, con un 39,8 % de sus rodales en condicion de riesgo alto
o muy alto [11]. Esta condicién se evidencia mediante la disminucién critica del vigor de
la vegetacion (en un 90,9%) y la disminucion en la produccién de biomasa, un fenémeno
conocido como 'pardeamiento’, resultado directo de la sequia prolongada que se extiende

desde 2010 [11, 12]. Ademas de los incendios forestales y la sequia, el bosque esclerdfilo
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chileno se enfrenta a la presiéon antropogénica derivada del cambio de cobertura
terrestre, principalmente por el reemplazo de este por cultivos agricolas y plantaciones

forestales exdticas [11].

Efectivamente, para tolerar el estrés abiotico sostenido, como las sequias y las olas de
calor, evolutivamente las plantas escleroéfilas han desarrollado complejos mecanismos de
adaptacidn fisioldgica y bioquimica para mantener la eficiencia y la supervivencia [13].
Una estrategia clave involucra la sintesis y acumulaciéon de metabolitos secundarios como
los aceites esenciales, que desempefian funciones cruciales en la defensa y adaptacién al
entorno [14]. Asimismo, muchos estudios asumen que estos compuestos quimicos
esenciales, contribuyen significativamente a la inflamabilidad y al riesgo de incendio del
follaje debido a su alto valor energético y bajo punto de inflamacién [15, 16, 17]. Bajo un
escenario de incendio forestal, los terpenos (o aceites esenciales) se volatilizan
rapidamente, generando una atmdsfera rica en gases combustibles que favorece la

ignicién del follaje y la rapida propagacion de la llama.

La inflamabilidad, definida como la susceptibilidad de la vegetacién a iniciar un proceso
de combustién, es una propiedad fundamental regida por factores fisicoquimicos de la
vegetacidn [18]. El combustible, al ser uno de los tres elementos esenciales dentro del
esquema del triangulo del fuego (Fig. 1), su estudio es clave, pues constituye el tinico
componente del riesgo de incendio que puede ser gestionado activamente para reducir

la amenaza.

FIGURA 1: TRIANGULO DEL FUEGO: INTERACCION ENTRE COMBUSTIBLE, CALOR Y OXiGENO.

Las propiedades fisicas de la vegetacion mas correlacionadas con el tiempo de igniciéon
son el drea foliar [19, 20], la relacién superficie/volumen [21], grosor de las hojas [20,
22], el contenido de humedad [23, 24] y compuestos quimicos [25]. Entre las propiedades

quimicas, los terpenos son los mas citados [25]. No obstante, investigaciones recientes
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en el ecosistema mediterraneo chileno subrayan que la inflamabilidad foliar debe

evaluarse mas alla del rol de los terpenos [26].

De hecho, para algunas especies esclerdfilas chilenas se ha encontrado que la
inflamabilidad estd fuertemente influenciada por otros grupos de metabolitos
secundarios, tales como cetonas, aldehidos, compuestos aromaticos y volatiles de hoja
verde (GLV). En particular, se encontré que las concentraciones de estos compuestos
fueron las que mas fuertemente influyeron en la inflamabilidad foliar en un conjunto de

especies nativas chilenas [26].

No obstante, existe un area de la quimica vegetal que ha permanecido mayormente
inexplorada en relaciéon con la inflamabilidad: las ceras cuticulares. Las ceras
corresponden a un recubrimiento protector de la epidermis foliar que se ha desarrollado
en las plantas como una estrategia adaptativa fundamental para tolerar el estrés bidtico
y abiotico [27]. Especificamente, las especies esclerofilas se caracterizan por presentar
un alto contenido de ceras cuticulares en sus hojas [28, 29, 30]. Las ceras cuticulares
constituyen una fuente importante de compuestos quimicos alifaticos de cadena larga
(C20 y Cs4), principalmente &cidos grasos y sus derivados como alcanos, alcoholes
primarios/secundarios, aldehidos, cetonas y ésteres que se acumulan en la parte mas
externa de las hojas [27]. A nivel metabdlico, la biosintesis de estos compuestos cerosos
es un proceso celular altamente regulado que inicia en los plastidios con la sintesis de
novo de acidos grasos (Cis y C1s) y, posteriormente, estos precursores son exportados al
reticulo endoplasmatico (RE), donde el complejo multienzimatico elongasa de acidos
grasos (FAE) los alarga secuencialmente para formar 4cidos grasos de cadena muy larga
(VLCFAs, C20-C34) [27]. A partir de este punto, la maquinaria bioquimica se bifurca en dos
rutas: la via de reduccion de acilos, que genera alcoholes primarios y ésteres; y la via de
descarbonilacion, la cual transforma los VLCFAs en aldehidos para luego descarbonilarlos
(pérdida de un carbono), formando alcanos de cadena impar y sus posteriores derivados
oxidados (alcoholes secundarios y cetonas) [27]. Esta tltima ruta posee un fuerte control
genético y hormonal, siendo un mecanismo central en la respuesta de la planta frente al

estrés ambiental [27].

Los alcanos son el grupo de ceras mas relevantes en la discusién sobre inflamabilidad
porque estan presentes en todas las plantas vasculares [31] y porque son considerados

inflamables dado que poseen propiedades que facilitan la ignicién (puntos de inflamacion
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relativamente bajo, los cuales oscilan entre 120°C y 356°C) [30]. Entre Ia
multifuncionalidad fisiologica de las ceras cuticulares se incluyen la defensa contra la
radiacién UV, hongos e insectos, bajas temperaturas, alta salinidad, autolimpieza
superficial y la regulacion de la barrera de absorcién. Sin embargo, su rol mas crucial es

limitar la transpiracién cuticular [27, 31].

Se ha documentado que el estrés por sequia induce alteraciones en la cantidad y la
composicidn de las ceras cuticulares en diversas especies [34]. Estas respuestas revelan
un aumento en la cobertura total de cera y cambios en la composicién de los metabolitos

que evitan la pérdida de agua y mejoran la tolerancia a la sequia [30].

Se han abordado también estudios sobre la variabilidad intraespecifica de las ceras
cuticulares, los cuales establecen el potencial de las ceras cuticulares como indicadores
quimiotaxonémicos y proxys ambientales [35]. Bajo esta premisa, la composicién
quimica de las ceras puede utilizarse como un indicador de la inflamabilidad foliar, ya que
variaciones en la composicion quimica de las ceras podrian modificar la sensibilidad del
combustible ante una fuente de calor, determinando que tan rapido puede encender la
vegetacion. Hasta el momento, la investigacion de Ormefio [30] es el tinico trabajo que se
ha centrado en la relaciéon entre la inflamabilidad de las plantas y los rasgos
fisicoquimicos de las plantas incluidas las ceras cuticulares. En este trabajo, los autores
se enfocaron en la hojarasca de Quercus coccifera (especie arbustiva del bosque
esclerdfilo), y en la concentracion de alcanos que estan contenidos en la cera cuticular,
muestreados en condiciones de sequia agravada (5,5 afios de restriccién de
precipitaciones). Como se esperaba, los resultados mostraron que las concentraciones
mas altas de alcanos cuticulares (pentacosano, hexacosano, heptacosano, octacosano,
nonacosano, triacontano y untriacontano) -alcanzadas en condiciones de sequia
agravada- se asocian con una mayor inflamabilidad de la cama de hojarasca. Por lo cual,
los autores sugieren que la inflamabilidad de Q. coccifera podria aumentar en un

escenario mas seco en el area del Mediterraneo [30].

Bajo un escenario de cambio climatico caracterizado por sequias mas severas en el clima
mediterraneo, la vegetacidon nativa podria presentar variaciones en la carga de sus ceras
cuticulares como respuesta adaptativa. En este sentido, es necesario investigar mas a
fondo la relacidon entre la inflamabilidad de las hojas frescas de especies nativas y los

rasgos quimicos, centrandose en la concentracién de compuestos quimicos inflamables
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(dcidos grasos, alcanos, alcoholes primarios y secundarios, aldehidos y cetonas)
presentes en la cera cuticular. Una mayor concentraciéon de compuestos quimicos
asociados a las ceras cuticulares se relacionaria con una mayor inflamabilidad de la

vegetacion, dadas las caracteristicas intrinsecas de estos compuestos.
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CAPITULO 2 - OBJETIVO DE INVESTIGACION

El aumento en la frecuencia y severidad de los incendios forestales en zonas de clima
mediterraneo hace urgente comprender el comportamiento del combustible vegetal
nativo. Las especies del bosque esclerdfilo chileno han desarrollado adaptaciones clave
para sobrevivir al estrés ambiental, destacando la alta produccién de ceras cuticulares en
sus hojas. Sin embargo, existe un importante vacio de conocimiento: el rol exacto de la
composicién quimica de estas ceras en la dindmica del fuego. Por lo tanto, el desafio
cientifico radica en descifrar como las ceras cuticulares de las hojas interactiian con el
fuego. Para abordar esto, el presente estudio plantea las siguientes interrogantes
fundamentales: ;Como influye el contenido total y la composicién quimica de las ceras
cuticulares en los parametros de inflamabilidad de las hojas de especies nativas?, ;existen
grupos de compuestos quimicos especificos que actien diferencialmente como
impulsores del fuego?, ;Es posible agrupar y predecir el comportamiento frente al fuego

de estas especies nativas basandose exclusivamente en sus perfiles quimicos cuticulares?

2.1 Hipétesis

Una mayor concentracion de ceras cuticulares impulsa positivamente la inflamabilidad
foliar en las especies nativas del bosque esclerdfilo chileno (C. alba, Q. saponaria, C.
odorifera, L. caustica, E. pulverulenta, P. lingue), siendo la composiciéon quimica de estas
ceras (alcanos, aldehidos, cetonas y/o ésteres) el factor diferencial que modula los

parametros de inflamabilidad.

2.2 Objetivos Generales

Evaluar la composicion quimica de las ceras cuticulares y los parametros de
inflamabilidad de las hojas de especies esclerdfilas nativas de zonas de clima
mediterraneo y relacionar la influencia de los compuestos constituyentes de las ceras

como impulsores o retardante del fuego en incendios forestales.
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2.3 Objetivos Especificos

Extraer y caracterizar compuestos quimicos constituyentes de las ceras cuticulares
presentes en las hojas de especies nativas seleccionadas para el estudio.

Evaluar la inflamabilidad de las especies nativas seleccionadas, considerando los
parametros de tiempo de ignicién, duracién de la llama y tiempo de combustién.
Estudiar el efecto del contenido de cera cuticular sobre la inflamabilidad de hojas de
especies nativas seleccionadas mediante un analisis estadistico descriptivo seguido
de un andlisis de componentes principales y un analisis de permutacién estadistica

multivariada no paramétrica.
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL Y METODOLOGIAS

Area de estudio

La zona de estudio estd inmersa en la Region Mediterranea de Chile Central, la cual es una
de las cinco zonas de clima mediterraneo a nivel mundial, caracterizada por ser una
ecorregion de alta prioridad para la conservacion debido a su gran indice/ntimero de
endemismos. El clima predominante en el area es del tipo mediterraneo, es decir, una
estacionalidad marcada de invierno lluvioso y verano seco y caluroso. La precipitacidon
media anual es de 700 mm, mientras que la temperatura media anual en el area de
estudio es de 11 °C [36]. El estudio se llev6 a cabo en el Parque Nacional Rio Clarillo
(PNRC), ubicado en la Comuna de Pirque, Region Metropolitana de Chile
(aproximadamente entre los 33°41' y 33°52' S de latitud, y los 70°28" y 70°37' O de
longitud) durante la temporada de verano del afio 2023 y 2024. El parque se extiende
altitudinalmente desde aproximadamente los 850 hasta los 3.000 metros sobre el nivel
del mar (msnm), con diferentes gradientes que influyen en la composicién vegetal y
constituye una de las areas silvestres protegidas mas importantes del ecosistema de la
Cordillera de los Andes en Chile central. La Reserva abarca una superficie de 13.134,15
ha donde la vegetacion predominante es un mosaico que incluye matorral escleréfilo y
espinoso, junto con la estepa andina en cotas superiores [37]. Aunque también existen
plantaciones forestales de especies nativas y exoticas [38], las especies lefiosas mas
representativas de este bosque escleréfilo son: L. caustica, C. alba, Q. saponaria y

Kageneckia angustifolia.

4.2 Recolecciéon de muestra

Se recolectaron hojas de 10 individuos de cada una de las siguientes especies: Q.
saponaria, C. odorifera, L. caustica, E. pulverulenta, P. lingue y C. alba. E1 muestreo se
realiz6 en un gradiente altitudinal comprendido entre los 881 y 971 m.s.n.m. En total, la
masa recolectada fue de 80 gramos por individuo. La recoleccién de material vegetal se
realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Guerrero et al., [26, 39]. Para asegurar
una muestra representativa y homogénea de la variabilidad intraespecifica, se
recolectaron hojas de tres secciones del dosel seglin su exposicion solar: alta, media y
baja. Posteriormente, las hojas de las tres secciones de cada individuo se mezclaron para

conformar una Unica muestra compuesta por ejemplar, garantizando asi una
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representacidn integral del dosel en los andlisis posteriores. Cada muestra se almacend
en una bolsa de plastico sellada y debidamente etiquetada con el nombre de la especie,
nimero de individuo y fecha de muestreo. Para mantener su frescura, las hojas se
transportaron en una nevera portatil (50L, Evercool, Modelo ECF-50) a -4 °C hasta el
laboratorio y su posterior andlisis. La masa vegetal recolectada se dividi6 en dos
submuestras, un conjunto se destin6 a la determinaciéon de los parametros de
inflamabilidad, mientras que el otro se empleé para la caracterizacién quimica y

cuantificacion de las ceras cuticulares.

4.3 Mediciones de Inflamabilidad

Para evaluar la inflamabilidad de las muestras vegetales, se utiliz6 un epirradiador de
500 W (modelo 534 RC2, Quartz Alliance, Francia), un equipo estandar en este tipo de
estudios que garantiza condiciones de temperatura controladas para las pruebas de
combustion [40]. Se realizaron 20 pruebas de combustion sucesivas para cada individuo
de 1,0 + 0,1 gramos. Cada muestra fue colocada sobre la superficie del epirradiador que
mantenia una temperatura de 440 °C aproximadamente, con una llama piloto situada a 4
cm sobre la superficie del epirradiador, facilitando la ignicién de los compuestos volatiles
liberados por la degradacion térmica de la muestra vegetal. Durante cada ensayo se
midieron cuatro parametros de inflamabilidad: tiempo de ignicion (TI), duracion de la
llama (DLL), tiempo de combustién (TC), y porcentaje de ensayos positivos (PI). El Tl es
el tiempo que trascurre desde la colocacién de la muestra sobre la superficie del
epirradiador hasta la presencia de llama (s), la DLL es el tiempo que dura la llama (s), el
TC descrito por el tiempo que transcurre desde que la hoja esta expuesta al calor hasta la
desaparicién de las brasas, y el porcentaje de ensayos positivos (PI) es la cantidad de
ensayos en los que hubo presencia de llama. Finalmente, las variables Tl y PI combinadas
se utilizaron para determinar el indice de inflamabilidad (IF), que clasifica a las especies
en categorias de inflamabilidad entre 1 a 5 (baja inflamabilidad hasta extrema

inflamabilidad) segtin el método de Valette [40].

4.4 Extraccion Quimica

Se tomo6 una submuestra de 5 g de hojas frescas para el analisis de ceras cuticulares. La
muestra fue sometida a un proceso de secado a temperatura ambiente, asegurando que

el material no fuera expuesto a la radiacion solar directa. Para la extraccion de las ceras
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cuticulares, se utilizé un digestor de microondas (MILESTONE, ETHOS X, nimero de
serie: 23047263). Las hojas se mantuvieron intactas para preservar su morfologia
original. De cada muestra seca, se pes6 1 g de material foliar, el cual fue colocado en un
tubo de vidrio de 100 mL con 30 mL de hexano (una muestra compuesta por individuo).
El digestor de microondas operé con los siguientes parametros: tiempo de calentamiento
de 5 minutos (min) de 30°C a 50°C, con una longitud de onda de 950 MW. Luego, la
configuracién permanecié en 50°C durante 20 min y finaliz6 con un tiempo de
enfriamiento de 15 min hasta llegar a temperatura ambiente. Por lo que el tiempo total
de extraccion fue de 40 min. Posteriormente, los 30 mL de extracto obtenidos fueron
concentrados mediante el uso de un rotavapor hasta alcanzar un volumen final de 20 mL
Finalmente, los extractos fueron almacenados en viales de 20 mL en un refrigerador a 3°C
hasta su posterior andlisis en el cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de

masas (GC-MS).

4.5 Identificaciéon y Cuantificacién de Compuestos Quimicos

Para los andlisis quimicos, se combinaron los diez individuos en tres muestras
compuestas (mixes): dos de ellas con tres individuos cada una, y la tercera con los cuatro
restantes. Los extractos se filtraron mediante un embudo Buchner con papel filtro
cualitativo (150 mm de diametro; Cat No 1001-150) debido a la formacién de
precipitados durante su almacenamiento. Luego, los extractos filtrados fueron analizados
por GC/MS tipo GC/MS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Kyoto, Jap6n). La columna capilar
empleada fue Rxi-5Sil MS de silice fundida no polar (15 m x 0,25 mm D], 0,25 um de
espesor; Restek, Bellafonte, PA, EE. UU.). El gas portador fue helio a una velocidad de flujo
de 0,96 ml min-1, a una presion de 54,9 kPa. El horno se programd a una temperatura
inicial de 100 °C (durante 1 min), luego a 200 °C con ratio de 20 °C min! y finalmente
hasta llegar a 300 °C en 10 °C min-! durante 30 min, donde el tiempo total de operacion
fue de 35 min. La inyeccion se realiz6 bajo la modalidad de split 1:10 y la temperatura del
inyector fue de 220 °C. El espectrometro de masas funcion6 en modo de barrido completo
(rango de barrido m/z 35-500, frecuencia de barrido 0,3 s / barrido) a 70 eV. La
identificacion de compuestos quimicos se realizé con el software GCMS Postrun analisis
comparando su espectro de masa, segun la libreria NIST11, ademas, para verificar estos
compuestos quimicos obtenidos, se inyect6 un patrén de alcanos (C7-Ca40) para obtener el

indice de retencion y compararlos con los reportados segtin la base de datos (NIST11).
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Para la cuantificacién de los compuestos quimicos, se utilizé el estandar 1-octadecanol =
99,9% (Sigma aldrich). Inicialmente, 1,1 mg de 1-octadecanol se diluyeron en 1,1 mL de

hexano donde se obtuvieron las siguientes concentraciones y curva de calibrado (Fig. 2).

7.5E+07+

6.0E+07-

4.5E+07+

3.0E+07+

area

1.5E+07 y=1,419,619x
R?=0,9927

0.0E+00+

0.0 75 150 225  30.0 375 450 525
Concentracién ug/mL
FIGURA 2: CURVA CALIBRADO 1-OCTADECANOL.

4.6 Analisis del Contenido de Humedad

Para la determinacion del contenido de humedad, se procesaron muestras de hojas
frescas (aprox. 5,0 g por individuo) recolectadas el dia de la campafia de terreno.
Posteriormente, las muestras se sometieron a un proceso de secado en estufa a 60 °C
durante un periodo de 72 horas, hasta alcanzar peso constante. Las mediciones de masa
fresca y seca se realizaron mediante una termobalanza de precision PCE-MB 210C,

calculando finalmente el porcentaje de humedad en base seca.

4.7 Andlisis de datos

Para evaluar diferencias entre especies en sus parametros de inflamabilidad (TI, DLL, TC
y PI), y clases de compuestos quimicos presentes en las ceras cuticulares (contenido de
ceras totales, alcanos totales y no-alcanos totales) se realizaron modelos lineales y
modelos lineales generalizados (LM y GLM) con la especie como factor fijo, en R (R Core
Team, 2024 version 4.5). Las posibles diferencias entre los niveles del factor fijo se
probaron utilizando contrastes por pares ajustados para comparaciones multiples
(Tukey posthoc tests) con el paquete emmeans multcomp [41]. Para evaluar la
normalidad y homocedasticidad de los datos, se realizaron pruebas de Shapiro-Wilk, y

métodos visuales como graficos QQ plot e histogramas. La mayoria de las variables
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respuesta mostraron distribucién normal excepto la variable concentracién total de
alcanos, para la que se usé una distribuciéon lognormal gaussian (link = "log" con el
paquete glmmTMB, [42]) y PI para la que se us6 una distribuciéon binomial para cumplir
con los supuestos del modelo. Ademas, debido a la presencia de numerosos datos con PI
0% y/o0 100 % que impiden una estimacion post-hoc valida, para esta variable se aplicd
una correccion de continuidad (£0,5 a los éxitos y fracasos), previa a las estimaciones de
post-hoc. Se analiz6 la posible correlacidn entre el contenido de humedad, las variables
de inflamabilidad y los compuestos quimicos mediante matrices de correlacién de
Pearson, utilizando los paquetes dplyr [43] para manipulacién de datos y Hmisc [44] en

R (R Core Team, 2024).

Para describir la relacion entre las cuatro variables asociadas a la inflamabilidad y las seis
especies bajo estudio se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales (ACP). Este
analisis incluy6 las variables TI, DLL y TC y PI recopiladas de los 60 individuos
muestreados, correspondientes a las seis especies. Para interpretar el ACP se
consideraron los componentes principales (CP) que tuvieron valores propios
(eigenvalues) >1, segtn el criterio de Kaiser-Guttman. Se evalud la esfericidad de Bartlett
(p<0,05) para asegurar la posibilidad de realizar una reduccién de la dimensionalidad.
Cada uno de los componentes principales se describi6 en base a los aportes de los valores
de cada variable (loadings). El CP1 de inflamabilidad que explica la mayor parte de la
variabilidad de los datos, y que muestra una fuerte carga de variables clave como el
tiempo de ignicidn y la duracién de la combustion permite posicionar a las especies a lo
largo de un gradiente, facilitando su posterior clasificacion en categorias de
inflamabilidad. Para ello, ademas de la exploracién visual del ordenamiento espacial se
promediaron los valores (Scores) del CP1 para cada especie corroborando el

agrupamiento. Los analisis se corrieron en Past 4.

Aplicando los mismos criterios de ACP utilizados para las variables de inflamabilidad, se
replicé el andlisis considerando las variables asociadas a la concentracién de compuestos
quimicos, incluyendo: alcanos, aldehidos, cetonas, esteres, triterpenos, olefinas,
tocoferoles y compuestos desconocidos. Para este andlisis no se incluy6 la especie E.
pulverulenta, ya que esta especie presenté dificultad en la cuantificacion de sus

compuestos quimicos debido a la superposicion de sus picos cromatograficos.
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Posteriormente a este ACP quimico, se realizé6 un nuevo ACP con los pardmetros de
inflamabilidad, pero sin incluir la especie E. pulverulenta, para permitir una comparacion
justa entre los parametros de inflamabilidad y los datos quimicos (i.e., mismas especies).
Finalmente, con el fin de explorar la correlacién entre ambos conjuntos de variables
(componentes de la inflamabilidad y compuestos quimicos contenidos en las ceras
cuticulares), se examind la correlacién estadistica entre el primer componente principal
(CP1) de inflamabilidad y el primer componente principal (CP1) considerando el perfil
quimico. Ademas, se explor6 de esta misma forma la correlacién entre la concentracién
de cada grupo de compuestos quimicos o compuestos claves particulares, y las variables
asociadas a los ensayos de inflamabilidad y el CP1 obtenido al considerar estos
pardmetros. En la seccién resultados se muestran las correlaciones significativas o

marginalmente significativas (p < 0,05).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS

5.1 Mediciones de Inflamabilidad

Todas las variables de inflamabilidad mostraron diferencias entre especies (p<0,05). El
PI vari6 significativamente entre especies, siendo C. odorifera la que presenté valores
aproximadamente tres veces menores que los de las demas, las cuales mostraron
probabilidades muy altas (98-100%; x* = 389,3, gl = 554, p < 0,0001; Fig. 3).
Considerando las muestras que encendieron, se observé que el TI varié entre especies,
siendo P. lingue la especie con menor Tl y C. odorifera la de mayor TI (F= 13,92, gl=5, 54,
p < 0,0001; Fig. 4). La DLL también vari6 entre especies, con tiempos promedio que
variaron entre 4,6 y 10,6 s, siendo C. odorifera la especie con DLL significativamente
menor en comparacion al resto de las especies (F= 12,23, gl=5, 54, p< 0,0001; Fig. 5). El
TC total también vari6 entre especies, donde C. odorifera obtuvo el TC promedio mas
prolongado, 101,7 s, mientras que P. lingue present6 el mas corto con 55,8 s (F=19,1, gl=

5, 54, p< 0,0001; Fig. 6).
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FIGURA 3: PORCENTAJE DE IGNICION DE LAS ESPECIES.
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FIGURA 4:TIEMPO DE IGNICION DE LAS ESPECIES.
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FIGURA 5: DURACION DE LLAMA DE LAS ESPECIES.
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FIGURA 6: TIEMPO DE COMBUSTION DE LAS ESPECIES.
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La matriz de correlaciones de Pearson evidenci6 varias relaciones importantes (tabla 1).
La correlacion mas fuerte y significativa fue positiva entre el TIy el TC, con un coeficiente
de 0,86. También hubo una correlacién positiva y significativa entre PI y DLL, con un
coeficiente de 0,66. Por otro lado, se observaron correlaciones negativas significativas,
entre el Tl y los parametros Pl y DLL, con coeficientes de -0,65 y -0,45, respectivamente.
Ademas, se registré una correlacion negativa entre el TC y PI con un coeficiente de -0,53.
El contenido de humedad (CH) no presentd una correlacién significativa con ningin

parametro de inflamabilidad.

TABLA 1: CORRELACION DE PEARSON ENTRE LOS PARAMETROS DE INFLAMABILIDAD.

Pl TI DLL TC
CH -0,055 0,073 -0,083 0,056
Pl -0,645 0,657 -0,540
TI -0,448 0,864
DLL -0,233

*Los valores en negrita representan una correlacion significativa (p<0,05)

Inicialmente las especies estudiadas se clasificaron segun su inflamabilidad de acuerdo
con la tabla de Valette (1990) utilizando los parametros porcentaje de igniciéon y tiempo
de ignicién. La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos segtin el Indice de

Inflamabilidad (IF):

TABLA 2: CLASIFICACION DE LA INFLAMABILIDAD SEGUN LA ATABLA DE VALETTE (1990).

Especie Clasificacion (IF)

P. lingue 5
C. alba

E. pulverulenta

Q. saponaria

5
4
L. caustica 4
3
0

C. odorifera
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Paralelamente, los resultados del ACP con los pardmetros de inflamabilidad mostré que
los componentes principales CP1 y CP2 explicaron el 90,3% de la varianza total de los
datos (test de esfericidad de Bartlett p < 0,001; Fig. 3). E1 CP1 por si solo explica el 67,7%
de la varianza y se relacion6 positivamente con los parametros TI (factor loading= 0,55)
y TC (0,49), y negativamente con DLL (-0,41) y PI (-0,52). Esto quiere decir, que a valores
positivos de CP1 las especies son menos inflamables, reflejado principalmente en un
menor PI, mayor Tl y una menor DLL. Mientras que valores negativos de CP1, se asociaron
a especies mas inflamables de acuerdo a valores mayores de PI, menor TI, y mayor DLL.
El CP2 explicé el 22,4% de la varianza y mostré una relacién positiva con todos los rasgos
de inflamabilidad. Sin embargo, sus contribuciones mas fuertes se observaron para DLL
(0,71) y TC (0,55), esto quiere decir que a valores positivos de CP2 se ubicaron las

muestras representadas por un mayor DLL y mayor TC.

En base a este ordenamiento espacial de los datos, el ACP permitié identificar tres grupos
principales de especies segin su inflamabilidad relativa, es decir en comparacién al grupo
de especies bajo estudio. P. lingue, C. alba y E. pulverulenta se agrupan como las especies
mas inflamables. Estas se caracterizan por una mayor PI, menor TI y mayor DLL y que a
su vez también reportan valores bajos de TC. El segundo grupo con valores de
inflamabilidad intermedios estd compuesto por L. caustica y Q. saponaria. En el caso de
Q. saponaria, esta especie que presentd valores intermedios para CP1, también presentd
valores positivos sobre el CP2 para todas las muestras analizadas, lo cual fue determinado
basicamente por mayores valores de DLL. C. odorifera formé el ltimo grupo, identificada
como la especie menos inflamable de las seis, que se explica por su TI mas largo, menor

Pl y también una menor DLL. Este agrupamiento se corroboré al evaluar los promedios
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por especie de los valores del CP1 para cada individuo (fig. 7).
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FIGURA 7: ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (ACP) DE LOS PARAMETROS DE
INFLAMABILIDAD PARA LAS SEIS ESPECIES EN ESTUDIO, INCLUYENDO ESCALLONIA
PULVERULENTA.

'y,

Al evaluar un segundo ACP sin incluir la especie E. pulverulenta parala comparacién justa
entre los parametros de inflamabilidad y la caracterizacién quimica, se obtuvieron
patrones similares a los observados en el primer ACP. Los resultados revelaron que CP1
y CP2 explicaron el 93,6% de la variabilidad total de los datos (test de esfericidad de
Bartlett p < 0,001). CP1 explico el 75,4 % de la varianza, mientras que el CP2 explico el
18,2 % de la varianza. CP1 se asocia principalmente con TI y TC, que tienen valores
positivos de 0,54 y 0,49, respectivamente. Este componente también tiene una
correlacion negativa con Plde -0,52 y DLL con -0,41. E]1 CP2 est4 fuertemente influenciado

por la DLL y el TC, con cargas positivas de 0,71 y 0,55 (fig. 8).
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FIGURA 8: ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (ACP) DE LOS PARAMETROS DE
INFLAMABILIDAD PARA CINCO ESPECIES EN ESTUDIO, SIN ESCALLONIA PULVERULENTA.

En base a la ubicacion espacial relativa entre las cinco especies en el nuevo ACP, se
observa que el ordenamiento de las mismas, segin la caracterizacién de su
inflamabilidad, fue similar al primer ACP. El primer grupo, mas inflamable, contiene a P.
lingue y C. alba. El segundo grupo, de inflamabilidad media, contiene a Q. saponaria y L.
caustica, quienes presentaron puntuaciones positivas en relaciéon al CP2. Finalmente, el
tercer grupo conformado Unicamente por C. odorifera, indica que es la especie menos

inflamable de las cinco especies.

Los resultados obtenidos de la clasificacion de Valette exhiben agrupaciones similares a
las obtenidas en el Andlisis de Componentes Principales (ACP). En ambos andlisis se
observa que P. lingue y C. alba se asocian estrechamente debido a la similitud en sus
parametros de inflamabilidad (Indice de val. Por otro lado, Lithraea caustica y Quillaja
saponaria se posicionan en un rango de inflamabilidad intermedia. Finalmente, Colliguaja
odorifera (o C. integerrima, segun corresponda) se distancia del resto de los taxones
estudiados, siendo catalogada de manera consistente como la especie de menor

inflamabilidad

Se puede ver una similitud entre los resultados obtenidos segun la clasificacion de Valette
y los resultados obtenidos del ACP, donde agrupa a las especies mas inflamables P. lingue
y C. alba por ser especies parecidas segun sus pardmetros de inflamabilidad (IF=5),

mientras que a L. caustica y Q. saponaria estan dentro de una inflamabilidad intermedia
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(IF=4, 3 respectivamente). En contraste, C. odorifera se separa de las demas especies y se
presenta como una especie Unica y diferenciada, caracterizandose por presentar una

menor inflamabilidad entre las muestras evaluadas al registrar un [F=0.

5.2 Contenido de Ceras Cuticulares

Los analisis quimicos de las ceras cuticulares revelaron la presencia de diversas familias
de compuestos organicos. En particular, se identificaron cetonas, aldehidos, alcoholes,
ésteres, triterpenos, tocoferoles, flavonoides y olefinas como los grupos principales
dentro de la fraccion de no alcanos. Asimismo, las especies variaron en su contenido total
de ceras (F= 10,61, gl=4, 10, P= 0,001, Fig. 9), asf como el contenido total de alcanos (F=
10,06, gl=4, 10, p= 0,001, Fig. 10) y no alcanos (F= 19,36, gl= 4, 10, P= 0,0001, Fig 11).
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[
2
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FIGURA 9: CERAS TOTALES
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FIGURA 10: TOTAL ALCANOS
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La composicion quimica de las ceras fue dominada por los no-alcanos (71%) en

comparacion con los alcanos totales (29%). Entre los no-alcanos los mas abundantes

fueron: cetonas (27%), aldehidos (26%) y ésteres (8%). La especie con el menor

contenido promedio de ceras fue Q. saponaria con un valor de 185,03 ug/g. Por el

contrario, P. lingue presentd el mayor contenido promedio, con un valor de 1899,23 ug/g.

Los resultados de Q. saponaria y C. odorifera sugieren que su composicion quimica es
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menos diversa en comparaciéon con las demas especies, con 12 compuestos quimicos
identificados para ambas especies. Especificamente, Q. saponaria se caracteriz6 por la
marcada predominancia de un tinico compuesto, nonacosano (alcano), que constituye el
75% de su composicion. Para C. odorifera, la composicién fue mas variada: octacosanal
(aldehido, 42%), heptacosano (alcano, 23%), y 10-, 12- + 14-heptacosanona (cetona,
16%). L. caustica exhibid el perfil quimico mas diverso, con la identificacién de un total
de 26 compuestos quimicos. La composiciéon quimica de L. caustica estd dominada por los
alcanos hentriacontano (23%) y nonacosano (13%), y dentro del grupo de los no-alcanos
los aldehidos constituyeron el 24% (en particular el octacosanal en un 10%) y los ésteres
el 16%. El andlisis quimico de los contenidos de cera de P. lingue y C. alba revelaron
perfiles de composicién similares. Ambas especies comparten la predominancia de
compuestos y grupos quimicos, como el total de alcanos, total no alcanos, cetonas y
aldehidos. En ambos perfiles, el grupo de no alcanos fue el predominante, constituyendo
un 84% de la composicién en C. alba 'y un 91% en P. lingue. El grupo de cetonas mostro6 la
mayor proporcion dentro de los no-alcanos, con un 44% en P. lingue y un 40% en C. alba,
con la total predominancia del compuesto quimico 16-hentriacontanona en ambas
especies. De manera similar, el grupo de aldehidos también fue significativo,
representando un 26% en P. lingue y un 20% en C. alba, siendo el octacosanal el
compuesto mas dominante dentro de este grupo, con un 18% y 17% de abundancia

relativa, respectivamente.

Los alcanos pentacosano, heptacosano, octacosano y nonacosano se detectaron en todas
las especies analizadas. Sin embargo, el hexacosano se diferencié de este patrén general
al encontrarse ausente en L. caustica. Por otra parte, el tetracosano se detect6 para las
especies C. odorifera y P. Lingue, mientras que el hentriacontano se registré en Q.
saponaria y L. caustica. Ademas se observaron compuestos exclusivos: el tricosano (1%)
y el triacontano (2%) se detectaron unicamente en C. odorifera y Q. saponaria
respectivamente; por su parte, la presencia de dotriacontano (3%), tritiacontano (9%) y
pentatriacontano (0,02%) estuvo estrictamente limitada a los extractos de L. caustica.
Debido a esta distribucion restringida, dichos compuestos exclusivos no fueron incluidos
en los analisis de varianza (ANOVA) ni de correlacién, destacandose en su lugar como

posibles marcadores quimicos especificos para estas especies.
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La matriz de correlacién de Spearman evidencié numerosas correlaciones significativas
que indican una alta interdependencia entre varios compuestos (tabla 2). Se evidencié
una correlacién positiva entre las clases de compuestos alcanos y ésteres (r = 0,66; p <
0,05), y el grupo aldehido se correlacioné significativamente con ésteres (r = 0,74; p <
0,05), cetonas (r = 0,66; p < 0,05) y alcohol (r = 0,52; p < 0,05). Se observé una alta
correlacién intragrupo dentro de la familia de los alcanos: entre el hexacosano y
nonacosano (r =-0,76; p < 0,05), asi como también entre el pentacosano y octacosano (r
=0,73; p < 0.05). En segundo lugar, el andlisis revel6 interacciones significativas entre
los alcanos y otras clases de compuestos funcionales. La clase de los ésteres mostré una
afinidad particularmente alta con los alcanos octacosano (r = 0,86; p < 0,05) y
pentacosano (r = 0,62; p < 0,05). Asi como también la familia de los aldehidos presento
una alta correlacién con el alcano octacosano (r = 0,81; p < 0,05). Por ultimo, se

registraron asociaciones negativas entre el compuesto nonacosano con las olefinas (r = -

0,77; p <0,05), y con las cetonas (r =-0,57; p < 0,05).

TABLA 3: CORRELACION DE SPEARMAN ENTRE COMPUESTOS Y CLASES DE COMPUESTOS

QUIMICOS.
16-hentriacontanona | aldehido alcohol cetona éster

aldehido 0,71

alcohol 0,49 0,52

cetona 0,66 0,44

éster 0,69 0,74 0,68 0,37

olefina 0,34 0,25 0,41 0,72 -0,06

triterpeno 0,78 0,50 0,64 0,51 0,67

alcanos | no-alcanos | pentacosano | hexacosano | heptacosano | octacosano | nonacosano

alcanos 0,26
pentacosano 0,62
hexacosano 0,58 0,34
heptacosano 0,41 0,45 0,32
octacosano 0,69 0,73 0,12 0,09
nonacosano -0,17 -0,21 -0,76 -0,33 0,33
triacontano -0,68 -0,69 -0,34 -0,68 -0,39 0,37
16-hentriacontanona 0,18 0,57 0,57 0,20 0,71 -0,12
aldehido 0,45 0,89 0,29 0,42 0,81 -0,03
alcohol 0,39 0,46 0,22 0,39 0,54 0,04
cetona 0,00 0,57 0,83 0,56 0,38 -0,57
éster 0,66 0,62 -0,04 0,25 0,86 0,42
olefina -0,16 0,38 0,82 0,60 -0,02 -0,77
triterpeno 0,07 0,29 0,35 -0,04 0,64 0,18

*Los valores en negrita representan una correlacién significativa (p<0,05)
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El analisis de componentes principales (ACP) en base a la caracterizaciéon quimica de las
especies, indica que los dos primeros componentes principales (CP1 y CP2) en conjunto
explican el 69,71% de la varianza total de los datos (test de esfericidad de Bartlett p <
0,001; Fig. 6). E1 CP1 explica el 43,40% de la varianza y esta asociado positivamente a los
grupos de compuestos de aldehidos (0,37), alcoholes (0,44), cetonas (0,38) y los
triterpenos (0,45). El CP2, se relacioné positivamente con el grupo de los alcanos (-0,62)

y los ésteres (0,57).

A partir del ordenamiento espacial de este tltimo ACP, se observan tres grupos claros. El
primer grupo, conformado por P. lingue y C. alba en el cuadrante inferior derecho indican
una gran similitud en su composicion quimica de ceras, caracterizada por altas
concentraciones de cetonas, aldehidos, alcoholes, olefinas y triterpenos y en general un
mayor contenido de ceras totales. El segundo grupo, conformado por Q. saponaria y C.
odorifera y ubicado en el lado izquierdo inferior del grafico, indica especies con un perfil
de ceras cuticulares menos diverso y con una mayor concentracion de tocoferoles. El
tercer grupo, estd representado Unicamente por L. caustica, la cual se proyecta en una
region diferente (cuadrante superior izquierdo). Su perfil quimico se distingue por una
mayor abundancia de alcanos totales y ésteres, lo que sugiere una estrategia quimica

distinta en comparacidn con las demas especies.
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FIGURA 12: ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (ACP) DE LAS CERAS CUTICULARES.
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5.3 Relaciéon entre inflamabilidad y ceras cuticulares

Entre las correlaciones mas destacadas y significativas, el grupo de ceras totales mostrd
asociaciones negativas y significativas entre el TI (r = -0,62, p < 0,05, Fig. 13.B) y TC (r = -
0,61, p < 0,05, Fig. 13.C). Ademas, se observé una significancia marginal negativa al
correlacionar las ceras totales con el CP1 de inflamabilidad (r =-0,50, p = 0,052, Fig. 13.A).
Estos resultados sugieren que una mayor cantidad de ceras totales contenidas en las
hojas se asocia con una mayor inflamabilidad de la vegetacidn, relacionado
principalmente al Tl y TC. Dentro del grupo de ceras totales, los no alcanos fueron la clase
de compuestos que mostrd una influencia fuerte, negativa y significativa sobre las
mismas variables: CP1 de inflamabilidad (r =-0,57, p < 0,05, Fig. 13.D), TI (r=-0,71, p <
0,05, Fig. 13.E) y TC (r =-0,78, p < 0,05, Fig. 13.F). Dentro de esta clase, los no alcanos, las
cetonas mostraron una relevancia particular, evidenciando, de la misma forma,
correlaciones negativas fuertes con el TI (r =-0,71, p < 0,05),el TC (r=-0,83,p < 0,05) y
con el CP1 de inflamabilidad (r = -0,59, p < 0,05). Por tltimo, si bien no fue un compuesto
presente en todas las especies ni muestras, dentro del grupo de las cetonas el compuesto
16-hentriacontanona se correlacion6 negativamente con el CP1 de inflamabilidad (r = -
0,64, p < 0,05, Fig. 13.G), el TI (r=-0,73, p < 0,05, Fig. 13.H) y el TC (r =-0,85, p < 0,05, Fig.
13.1). En sintesis y en general, se observd que una mayor cantidad de ceras totales, y en
particular de no alcanos, como las cetonas, se relacioné con una mayor inflamabilidad, ya
sea representado por una alta ignitabilidad (i.e. valores bajos de TI), o valores bajos de
CP1 asociados a una alta inflamabilidad. Por otra parte, el CP1 considerando el perfil
quimico se correlacion6 negativamente con el TI (r =-0,58, p < 0,05) y TC (r =-0,64, p <
0,05). En sintesis y en general, se observé que una mayor cantidad de ceras totales, y en
particular de no alcanos, como las cetonas, se relacioné con una mayor inflamabilidad, ya
sea representado por una alta ignitabilidad (i.e. valores bajos de TI), o valores bajos de

CP1 asociados a una alta inflamabilidad.
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FIGURA 13: CORRELACIONES LINEALES PRINCIPALES ENTRE PARAMETROS DE
INFLAMABILIDAD Y CERAS CUTICULARES.

Para evaluar la relacion global entre ambos conjuntos de variables (inflamabilidad y ceras
cuticulares), se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson entre el primer componente
principal de inflamabilidad (CP1 inf) y el primer componente principal quimico (CP1
quim). Se observo un coeficiente de correlacion débil (r = -0,27), siendo esta asociacion
no estadisticamente significativa (p = 0,31). Por el contrario, al aplicar la correlaciéon no
paramétrica de Spearman, se detectd una asociacién negativa mas fuerte y

estadisticamente significativa (r =-0,64; p = 0,01).

Entre los alcanos, el nonacosano fue el compuesto quimico identificado en todas las
especies evaluadas, lo que refleja un patrén dentro del perfil quimico observado. Ademas,
este compuesto mostré una correlacion positiva y significativa con el parametro de
inflamabilidad DLL (r = 0,55, p < 0,05, Fig. 14), mostrando que a una mayor concentracion
de nonacosano, la DLL tiende a aumentar. Por otro lado, se encontré una correlacion

negativa significativa entre el compuesto hexacosano y TC (-0,58, p < 0,05).
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FIGURA 14: CORRELACION ENTRE NONACOSANO Y DURACION DE LLAMA (DLL).

Adicionalmente, se evalu6 el comportamiento entre las variables quimicas: Total ceras,
Total no-alcanos, y 16-hentriacontanona en funcién de los pardmetros de inflamabilidad
Tl y TC. Se identific6 tendencias no lineales de tipo sigmoidal y exponencial. Las curvas
de ajuste correspondientes y sus respectivos parametros estadisticos se presentan

detalladamente en el Anexo X.
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CAPITULO 6 - DISCUSION

En las cinco especies analizadas del Bosque Esclerdéfilo chileno, la caracterizaciéon quimica
confirmé una amplia gama de compuestos, incluyendo alcanos, aldehidos, alcoholes,
cetonas, ésteres, olefinas, tocoferoles y triterpenos, observando una variabilidad que
confiere un perfil quimico especifico y tnico a cada especie evaluada [45, 46]. Como era
de esperarse, los alcanos fueron detectados en todas las especies estudiadas, lo cual
concuerda con su rol como componente esencial y omnipresente de las ceras cuticulares
en plantas vasculares, particularmente en arboles y arbustos escleréfilos perennes donde
el rango (Cz0-C34) es comun [30, 47, 48]. Sin embargo, nuestro hallazgo principal sobre la
inflamabilidad no fue dado por los alcanos como lo fue en el trabajo de Ormefio [30], que
se centr6 exclusivamente en dicho grupo de compuestos para evaluar hojarasca. Por el
contrario, el grupo de los no-alcanos exhibi6 una contribuciéon mayor a los parametros de
inflamabilidad, modulando directamente el tiempo de ignicién y el tiempo de
combustion. Esta relacién queda en evidencia al observar los perfiles de las especies mas
inflamables, donde los no-alcanos alcanzan proporciones de hasta un 91% en P. lingue y

un 84% en C. alba.

Los resultados de los tests de inflamabilidad permitieron clasificar a las seis especies
estudiadas, en base a los cuatro parametros medidos, en tres grupos principales de
inflamabilidad: alta, intermedia y baja (Fig. 15). A partir de estos analisis cruzados de
inflamabilidad y quimica, se determind que las especies con la mayor cantidad de
compuestos del grupo no-alcanos presentes en las ceras cuticulares se asociaron con una
alta inflamabilidad, indicando que una clase particular de estos compuestos podria ser el

factor determinante en ciertos rasgos de la inflamabilidad.

Existe una vasta literatura que aborda la influencia de los terpenos en la inflamabilidad
vegetal. Generalmente, una alta concentracién de estos compuestos se ha asociado con
un incremento en la inflamabilidad debido a su bajo punto de ignicién. No obstante, las
conclusiones de estos estudios indican que este grupo de compuestos no seria el tinico
asociado a su inflamabilidad, ya que es sabido que existen multiples factores naturales
que pueden intervenir y modular la respuesta al fuego, tanto fisicas como quimicas, como
se ha confirmado en diferentes estudios [48]. Desde la disciplina quimica, ha surgido una
necesidad de expandir la caracterizacién quimica foliar mas alla de los terpenos, donde

estudios recientes buscan identificar otras clases de compuestos que puedan dar
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respuesta al complejo entramado quimico subyacente a los rasgos inflamables de las
plantas [18, 26, 48, 49]. En este contexto, el presente estudio profundizé en el andlisis de
las ceras cuticulares, dado que estas constituyen la primera barrera que interactia

directamente con la fuente de ignicion.

Entre las especies del grupo mads inflamable segin nuestros andlisis de ACP se
identificaron P. lingue y C. alba, modulados por un menor tiempo de igniciéon, menor
tiempo de combustion y valores de 100% en el porcentaje de ignicidn. Estas especies
comparten una mayor concentracion de compuestos del grupo no-alcanos asi como una
alta concentracién total de ceras cuticulares. Previamente se ha demostrado que
concentraciones mas altas de compuestos quimicos cuticulares estd asociado con un
aumento en la inflamabilidad; sin embargo, esta conclusion se ha enfocado
principalmente en el estudio de los alcanos [30]. Un hallazgo notable es que P. lingue y C.
alba presentan una combinacién de clases quimicas en proporciones similares entre
ambas especies, incluyendo alcanos, aldehidos, alcoholes, cetonas, ésteres y compuestos
no identificados, esta composiciéon quimica diversa podria ser un rasgo filogenético, dado
que ambas especies pertenecen a la familia Lauraceas [50], y que podria ser un factor
clave que determina su comportamiento altamente inflamable. En particular, ambas
especies registraron la concentracion mas alta de cetonas, siendo el compuesto 16-
hentriacontanona el de mayor concentracion en P. lingue (mas inflamable que C. alba), lo
que coincide con el menor tiempo de ignicidn de esta especie en comparacién con C. alba.
En un andlisis previo de inflamabilidad y composicién quimica foliar realizado por
Guerrero et. al. (2021) [39] en cinco especies (nativas y exoéticas), solo C. alba presentd
un alto contenido de la cetona 16-hentriacontanona, donde la alta inflamabilidad de esta
especie fue comparable a la de la especie exdtica altamente inflamable Eucalyptus
globulus. Curiosamente, en un estudio posterior de Guerrero [26], las cetonas se
detectaron casi exclusivamente en Acacia dealbata (especie exética) y C. alba, donde
ambas especies también se clasificaron entre las mas inflamables. No obstante, a través
de los diferentes estudios citados [26, 39], el compuesto 16-hentriacontanona se ha
mantenido como un marcador quimico caracteristico y particular dentro de las ceras
cuticulares de C. alba. Estos resultados sugieren que el compuesto 16-hentriacontanona
podria ser un fuerte impulsor de la inflamabilidad. Este efecto se podria atribuir al bajo
punto de inflamacién de 16-hentriacontanona de 35,6° asi como a la interacciéon

sinérgica con la combinacién de otros grupos de compuestos cuticulares, cuya proporciéon
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resultd similar entre C. alba y P. lingue. En este sentido, las ceras cuticulares constituyen
el componente mas externo de las hojas y la primera superficie en contacto con la llama
o la atmoésfera térmica. Por lo tanto, esta ubicacién sugiere que las ceras cuticulares ricas
en la cetona 16-hentriacontanona podrian jugar un rol determinante en la ignicién
aumentando significativamente la inflamabilidad de la especie al interactuar con una

fuente de ignicion.

La especie L. caustica, clasificada con inflamabilidad intermedia, se caracteriza por una
mayor diversidad de compuestos quimicos y un contenido alto de alcanos
(principalmente hentriacontano y nonacosano), junto con concentraciones elevadas de
ésteres y aldehidos. Este hallazgo resulta controversial, ya que estudios previos de
Guerrero [26] posicionaron a L. caustica entre las especies menos inflamables (junto con
Q. saponaria), con una menor predisposicion a la ignicién y bajo porcentaje de encendido.
No obstante, Guerrero et. al 2024 [26] también reporté que L. caustica exhibia un alto
contenido y diversidad de terpenos comparable al de especies exdticas altamente
inflamables (E. globulus y Pinus radiata), sugiriendo que la alta concentracion y
diversidad de terpenos no eran suficientes para explicar la variabilidad en la
inflamabilidad entre especies. En el presente estudio, si bien L. caustica mantiene una alta
variabilidad quimica, la identificacién de la cetona 16-hentriacontanona en sus ceras
cuticulares (aunque en menor proporcion que en P. linguey C. alba) reafirma la hipétesis
que postula la presencia de este compuesto quimico como un contribuyente clave a la
inflamabilidad. Cabe recordar, asimismo, que las clasificaciones de inflamabilidad son
relativas a las especies evaluadas en cada caso. Por tanto, mientras una especie dentro de
un conjunto dado de especies pueda ser clasificada como de baja inflamabilidad, en un

contexto de especies nuevas puede ocupar otra posicion relativa.

Las especies C. odorifera y Q. saponaria se agruparon como las menos inflamables,
exhibiendo el mayor tiempo de ignicién y la mayor duracién de combustion total. Ambas
comparten una composicion quimica superficial particular, dada por una menor
concentracion total de ceras cuticulares (Q. saponaria representa apenas una décima
parte de P. lingue) y una baja diversidad de compuestos quimicos en comparacién con el
resto de las especies estudiadas. Esta baja concentracion de ceras cuticulares podria
predecir una menor inflamabilidad. Consistentemente con lo reportado por Guerrero (39,

26), Q. saponaria exhibe un patrén predominante en alcanos (hexacosano, octacosano y
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nonacosano), y esta caracterizada por su baja inflamabilidad, con tiempos de ignicién
cercanos a 20 s [19, 27]. El alcano nonacosano es un compuesto caracteristico de esta
especie y podria representar un patrén quimico clave dentro de la familia Quillajaceae.
Por su parte, diferentes estudios de C. odorifera, coinciden con nuestras observaciones de
baja inflamabilidad [51, 52]. Su porcentaje de ignicion fue notablemente baja (solo el 30%
de los ensayos entré en ignicion), siendo mucho menor que la observada en Q. saponaria.
Una diferencia clave entre estas dos especies es la composicidon quimica predominante en
sus ceras: mientras Q. saponaria es dominada por alcanos, C. odorifera presenté una
mayor proporcion de compuestos del grupo no-alcanos (aldehidos y cetonas). La
presencia de la cetona 10-, 12- + 14-Heptacosanona (una mezcla de isémeros) representa
una molécula compleja cuya estructura podria influir en las propiedades fisicas de la
mezcla de ceras, afectando la liberacion de calor de una manera no lineal con la masa

molecular y, consecuentemente, aumentando su punto de inflamacion.

En nuestro estudio, los alcanos nonacosano y heptacosano se identificaron de manera
consistente en las ceras cuticulares de todas las especies nativas analizadas. Ambos
compuestos han sido reportados en altas concentraciones en especies mediterraneas
[30], asi como en las especies dominantes del ecosistema mediterraneo de Chile
analizadas por su inflamabilidad [26, 39]. En este estudio, el nonacosano fue el alcano
principal en Q. saponaria y mostr6 un claro predominio, similar al reportado para los
robles mediterraneos siempreverdes, Q. coccifera y Quercus ilex [52, 53], e incluso fue
reportado como el alcano de longitud maxima de cadena en especies del bosque templado
andino, como Araucaria araucana [53]. La presencia de nonacosano y heptacosano en
todas las especies nativas analizadas refleja su rol fundamental como alcano de cadena
larga en la estructura de las ceras cuticulares dentro del ecosistema mediterraneo central
de Chile, probablemente ligado a su rol principal de regulacién eficiente de la pérdida de
agua. Nuestro aporte, en el contexto de la inflamabilidad, fue demostrar que el
nonacosano establece una relacién positiva con la duraciéon de la llama (a mayor
contenido, la duracién de la llama fue mas duradera). Este hallazgo es crucial, ya que, a
diferencia de los terpenos (cuya concentracidn es altamente variable), los hidrocarburos
como el nonacosano son un componente estructural constante en la mayoria de las
especies de la regidn. Con lo cual, su presencia y concentracion puede ser un factor clave
para estimar la sostenibilidad como componente de la inflamabilidad de los combustibles

(i.e. tiempo que un combustible puede mantener la combustién; [18]). No obstante, la
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combinacién con otros compuestos mas reactivos (como cetonas y aldehidos) parece ser

lo que finalmente modula el riesgo de incendio.

En resumen, nuestros resultados demuestran la influencia positiva de las ceras
cuticulares sobre la inflamabilidad, un hallazgo novedoso en Chile, lo que amplia el
enfoque tradicional global centrado Uinicamente en los terpenos. La inflamabilidad no
estuvo determinada principalmente por los alcanos (detectados en todas las especies),
sino que se explicé consistentemente por la concentraciéon del grupo de los no-alcanos.
Se ha documentado que los alcanos son altamente resistentes a la degradacion,
conservando su estructura a lo largo del tiempo [54, 55]. Es plausible que la discrepancia
con estudios previos, enfocados en hojarasca, se deba a que las hojas extraidas del dosel
(analizadas aqui) contienen una mayor concentracidon y variabilidad de compuestos
quimicos reactivos que responden a estimulos ambientales y se encuentran sujetos a
variables naturales como un contenido de humedad variable, respecto de la hojarasca.
Especificamente, los compuestos no-alcanos presentes en las ceras cuticulares (cetonas
y aldehidos), podrian ser los moduladores claves del riesgo de incendio, dando énfasis a
la importancia de la caracterizaciéon de los compuestos quimicos individuales y sus
interacciones, lo que constituye uno de los principales aportes de este estudio. Sin
embargo, en relaciéon a nuestra hipétesis de trabajo, podemos decir que el rol de los
alcanos cuticulares es complejo y dependiente del contexto quimico; mientras juegan un
rol positivo en la inflamabilidad, su contribucién a la ignitabilidad de los tejidos vegetales
parece depender de la interaccién de los mismos con otros grupos de compuestos, tales

como las cetonas, aldehidos y posiblemente los terpenos.
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CONCLUSION

Conclusiéon N°1: Nuestros resultados corroboran la hipétesis de que ciertas clases de
compuestos quimicos contenidos en las ceras cuticulares actian como impulsores en la

inflamabilidad foliar de las especies nativas del bosque esclerdéfilo.

Conclusion N°2: Se demostré que una mayor concentracion total de ceras cuticulares se
relaciona con una mayor inflamabilidad, particularmente con un menor tiempo de

ignicion y tiempo de combustién.

Conclusion N°3: El perfil quimico de las ceras cuticulares es unico para cada especie
evaluada, determinandose que la fracciéon de compuestos no-alcanos es el principal
contribuyente a la inflamabilidad foliar, destacdndose la presencia del compuesto

quimico 16-hentriacontanona (cetona) en las especies mas inflamables: P. linguey C. alba.

Conclusion N°4: Las pruebas de inflamabilidad permitieron clasificar las especies en tres

niveles de inflamabilidad:

e Altainflamabilidad (P. linguey C. alba): Mayor concentracion de ceras dominadas
por no-alcanos.
e Inflamabilidad intermedia (L. caustica)

e Bajainflamabilidad (Q. saponaria y C. odorifera): Menor contenido total de ceras.

Conclusion N°5: En el contexto de un bosque escleréfilo degradado y bajo estrés hidrico
por el cambio climatico, el estudio de estos rasgos quimicos provee una base cientifica
esencial. Estos hallazgos son indispensables para mejorar la gestion del fuego, integrar
informaciéon quimica en modelos de evaluacidon de riesgos y construir paisajes mas

resilientes frente a futuros escenarios de incendios forestales.
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ANEXOS

y = 23.314%exp(-0.00030973x) + 0.057784
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FIGURA 15: AJUSTE NO LINEAL MEDIANTE LA ECUACION EXPONENCIAL PARA LA RELACION
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FIGURA 16:AJUSTE NO LINEAL MEDIANTE LA ECUACION DE HILL PARA LA RELACION ENTRE
TOTAL NO-ALCANOS Y TI. R2=0,5641, AKAIKE=247,39.
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FIGURA 17:AJUSTE NO LINEAL MEDIANTE LA ECUACION DE HILL PARA LA RELACION ENTRE
16-HENTRIACONTANONA Y TI. R2=0,646, AKAIKE=203,15.
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FIGURA 18: AJUSTE NO LINEAL MEDIANTE LA ECUACION EXPONENCIAL PARA LA RELACION
ENTRE TOTAL CERAS Y TC. R2=0,4032, AKAIKE=3780,20.
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FIGURA 19:AJUSTE NO LINEAL MEDIANTE LA ECUACION DE HILL PARA LA RELACION ENTRE
TOTAL NO ALCANOS Y TC. R2=0,7293, AKAIKE=1722,9.
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FIGURA 20: AJUSTE NO LINEAL MEDIANTE LA ECUACION DE HILL PARA LA RELACION ENTRE
16-HENTRIACONTANO Y TC. R2=0,4032, AKAIKE=3780,2.
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