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RESUMEN

El bosque siempreverde de Aysén, al igual que todos los ecosistemas, esta sujeto a la
variacion estacional de condiciones ambientales tales como la temperatura, las
precipitaciones, la radiacion UV-B, la intensidad de la luz, etc., las cuales podrian alcanzar
valores extremos por efectos del cambio climatico. Especificamente, se ha reportado que
las temperaturas extremas, la falta o exceso de agua y los altos niveles de radiacion UV-
B e intensidad de la luz, causan estrés oxidativo en las plantas por la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Ante esta situacion, estos organismos generan una
respuesta al estrés abidtico activando sus sistemas antioxidantes enzimético y no
enziméatico. ElI aumento del contenido de polifenoles es una de las respuestas no
enzimaticas al estrés oxidativo. Estos compuestos son una amplia familia de metabolitos
secundarios, que incluye flavonoides, cumarinas, entre otros. Diversos estudios informan
el aumento en la concentracion de compuestos fendlicos en plantas luego de haber sido
expuestas a condiciones de estrés abidtico. En este sentido, al conocer la respuesta
antioxidante estacional de las plantas, es posible establecer las condiciones ambientales
que las afectan y asi poder predecir su respuesta a los cambios en las condiciones
ambientales derivados del cambio climéatico. Por lo anterior, en esta investigacion se
propuso estudiar la relacion entre la concentracion de polifenoles, flavonoides, la
capacidad antioxidante de los extractos foliares de cuatro especies nativas
(Rhaphithamnus spinosus, Nothofagus betuloides, Nothofagus nitida y Weinmannia
trichosperma) del bosque siempreverde de Aysen (Reserva Nacional Rio Simpson) y la

variacion de las condiciones ambientales (temperaturas, precipitaciones e indices de



radiacion UV-B) durante las cuatro estaciones de dos afios consecutivos (2018-2019). La
cuantificacion total de flavonoides y polifenoles se realizd mediante los métodos del
cloruro de aluminio y Folin-Ciocalteu, respectivamente. El analisis de la capacidad
antioxidante se realizd6 mediante el método de apagamiento del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) y mediante la reduccion del ion cuprico del complejo con
neocuproina (CUPRAC). Se encontré que los extractos foliares de todas las especies
experimentan cambios estacionales significativos en su respuesta antioxidante. Incluso, se
observo que en algunas especies la respuesta antioxidante depende de la ubicacion de los
individuos en el bosque. En cuanto a la relacién entre la respuesta antioxidante y las
variables ambientales, se encontrd que las especies de dosel, Nothofagus betuloides y
Nothofagus nitida, mostraron una disminucion de su capacidad antioxidante aquellos dias
de altas temperaturas (>13 °C) y de mayor radiacion UV-B acumulada en un mes,
sugiriendo que un aumento de temperatura, dentro de los rangos estudiados, no es una
condicidn de estrés para estas especies. Por otra parte, Rhaphitamnus spinosus aumentd
su capacidad de evitar el dafio oxidativo provocado por radicales libres a medida que
aumentd la cantidad de agua caida en un periodo de cinco dias antes de la toma de muestra.
Este resultado sugiere una mayor susceptibilidad de esta especie a experimentar estrés
oxidativo ante las intensas lluvias o en suelos inundados. Finalmente, W. trichosperma fue
la especie que presentd el mayor contenido total de fenoles y la mayor capacidad
antioxidante (DPPH y CUPRAC). Su respuesta antioxidante quimica no se correlaciond

con ninguna de las variables ambientales estudiadas.



ABSTRACT

The evergreen forest of Aysén, like all ecosystems, is subject to seasonal variation in
environmental conditions such as temperature, rainfall, UV-B radiation, light intensity,
etc., which could reach extreme values due to the effect of climate change. Specifically,
it has been reported that extreme temperatures, lack or excess of rainfall, and high levels
of UV-B radiation and light intensity, cause oxidative stress in plants by the generation of
reactive oxygen species (ROS). In this context, these organisms generate a response to
abiotic stress by activating their enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems.
Increased polyphenol content is one of the non-enzymatic responses to oxidative stress.
These compounds are a wide family of secondary metabolites, which includes flavonoids,
coumarins, among others. Several studies report the increase in the concentration of
phenolic compounds in plants after being exposed to abiotic stress conditions. Moreover,
by knowing the seasonal antioxidant response of plants, it is possible to establish the
environmental conditions that affect them, and thus, to be able to predict their response to
changes in environmental conditions derived from climate change. Therefore, the aim of
this research was to study the relationship between the concentration of polyphenols,
thetotal flavonoid content, the antioxidant capacity of the foliar extracts of four native
species (Rhaphithamnus spinosus, Nothofagus betuloides, Nothofagus nitida and
Weinmannia trichosperma) of the evergreen forest of Aysén (Rio Simpson National
Reserve) and the variation in environmental conditions (temperatures, rainfall and UV-B

radiation indices) throughout the years 2018 and 2019. The total flavonoid and phenolic

Xi



contents were performed by the aluminum chloride and Folin-Ciocalteu methods,
respectively. The analysis of the antioxidant capacity was carried out using the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical quenching method (DPPH) and by reducing copper (1)
from the complex with neocuproin (CUPRAC). The foliar extracts of all species exhibit
significant seasonal changes in their antioxidant response. It was even observed that in
some species the antioxidant response depends on the location of the individuals in the
forest. Regarding the relationship between antioxidant response and environmental
variables, it was found that the canopy species, Nothofagus betuloides and Nothofagus
nitida, showed a decrease in their antioxidant capacity on days of high temperatures (> 13
°C) and higher UV-B radiation accumulated in a month. This suggests that an increase in
temperature, within the ranges studied, is not a stressful condition for these species.
Besides, Rhaphitamnus spinosus increased its ability to prevent oxidative damage caused
by free radicals as rainfall increased in a five-day period prior to sampling. This result
suggests a greater susceptibility of this species to oxidative stress due to intense rains. W.
trichosperma showed the highest total phenolic content and antioxidant capacities (DPPH
and CUPRAC). There was no correlation between its antioxidant response and any of the

environmental variables analyzed.
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1. INTRODUCCION

1.1. Bosque siempreverde de Aysén y Cambio Climatico.

En Chile, los bosques nativos cubren aproximadamente 136.000 km?, y de esta superficie,
unos 35.055 km? corresponden al tipo siempreverde (CONAF, 2017), también conocido
como bosque templado valdiviano. Solo en la region de Aysén, se concentra un 37 % de la
superficie nacional de bosque nativo (Bachmann, 2009) y un 54 % del bosque siempreverde
nacional (CONAF, 2017), siendo este Ultimo caracterizado por poseer un alto grado de vida
silvestre (Alvarez y col., 2010; Ramirez y col., 2014), y por lo cual ha sido clasificado entre
las 200 ecorregiones bioldgicamente més valiosas y en peligro critico del mundo, que
requieren una accion de conservacion inmediata (Olson y Dinerstein, 1998). La alta
biodiversidad que compone este bosque cumple un papel fundamental en el funcionamiento
y la resiliencia de este ecosistema. Sin embargo, al igual que todos los ecosistemas del
planeta, estd sujeto a la variacion estacional de condiciones ambientales tales como la
temperatura, precipitacion y radiacion ultravioleta, asi como la acentuacion de estas variables
debido al calentamiento global. En este ultimo aspecto, a mediano y largo plazo, el
consensuado pronostico sobre el cambio climatico sefiala un aumento en la concentracion de
CO. atmosférico y consecuentemente de la temperatura en la superficie de la Tierra, asi como
también eventos meteoroldgicos extremos mas recurrentes, por ejemplo, olas de calor,
sequias, heladas e inundaciones (Mittler y Blumwald, 2010; IPCC, 2014). Este escenario,
podria tener consecuencias no deseadas en los bosques ubicados en las altas latitudes del

mundo (IPCC, 2014).



Se ha reportado que a pesar de que estos eventos extremos suelen ser de corta duracion, estos
causan estrés oxidativo y reducciones significativas en la productividad de los cultivos y
arboles (Ciais y col., 2005; Zinta y col., 2014), ya que éstos ven sobrepasada su capacidad de
adaptacion (Jentsch y col., 2011). De hecho, se ha reportado que uno de los efectos mas
importantes del estrés relacionado con el cambio climético, a nivel molecular, es el aumento
de especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de las células vegetales (Farnese y col., 2016).
En Ameérica del Sur, las selvas tropicales amazénicas ya han experimentado graves sequias
junto con altas temperaturas debido al calentamiento global, lo que ha generado una
disminucion de la biomasa neta y una mayor mortandad (Jimenez-Mufioz y col., 2016). En
el caso de la region de Aysén (43-49 °S, Chile), un anélisis de tendencia de temperatura en
el periodo 2001-2016 mostré una tasa de calentamiento de +0,78 °C/década (p<0,05), un
enverdecimiento de +0,01/década para el indice de vegetacion de diferencia normalizada
(NDVI; p<0,05) sobre la zona occidental, y una tendencia al secado sobre la zona oriental
(p<0,05). Las anomalias de temperatura minima mostraron un aumento de aproximadamente

4,5 °C durante el periodo bajo andlisis (Olivares-Contreras y col., 2019).

En este escenario, toma importancia el estudio molecular de las especies arbéreas, que por
cierto cumplen un rol fundamental en la mitigacion de los efectos del cambio climético. Ya
en el afio 1993, Chapin y sus colaboradores indicaron que la comprensién de como las plantas
responden a las fluctuaciones en las condiciones ambientales es crucial para predecir las

respuestas de las plantas y los ecosistemas al cambio climatico (Chapin y col., 1993).



1.2. Estrés oxidativo por generacion de ROS en respuesta a factores abioticos.

Las ROS son especies reactivas del oxigeno formadas por la transformacion redox
incompleta de este elemento, en general, poseen una vida media corta y una alta reactividad
quimica. En plantas, las que se generan con mayor frecuencia son el anion radical superoxido
(O27), el peréxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo ("OH), aunque también se
encuentra el oxigeno singlete (:02). En condiciones fisioldgicas, son indispensables para el
metabolismo celular adecuado, regulando procesos como la proliferacion celular, la
diferenciacion celular, las reacciones de sefializacion y la muerte celular programada
(Karpinski y col., 2013; Foyer y Noctor, 2013; Mittler, 2017; Gilroy y col., 2016). En cuanto
a su funcion como moléculas de sefializacion, estas especies participan en procesos
biolégicos como la defensa ante patdgenos, tolerancia al estrés abiotico, regulacion
estomatica, desarrollo, crecimiento y expansion celular (Blomster y col., 2011; Rhoads y col.,
2006; Sierla y col., 2013; Susuki y col., 2011). Sin embargo, su produccion y acumulacion
debe controlarse estrictamente, debido a su alta reactividad y toxicidad en mayores
concentraciones. El desequilibrio entre su produccion y la defensa antioxidante puede dafiar
lipidos (peroxidacion lipidica), proteinas, acidos nucleicos e incluso conducir a la destruccion
oxidativa de la célula en un proceso denominado estrés oxidativo (Mittler, 2002; Frohnmeyer
y Staiger, 2003). En las células vegetales, la peroxidacion autocatalitica de los lipidos y
pigmentos de la membrana puede provocar pérdida de la semipermeabilidad de ésta, lo que

altera sus funciones (Xu y col., 2006).

En el entorno natural, las plantas estan expuestas simultaneamente a una variedad de

condiciones tanto bioticas como abidticas que pueden ser desfavorables, generando asi estrées



bidtico o abidtico, respectivamente. En la célula y ante situaciones de estrés abiético, las
principales fuentes de ROS son: fotorrespiracion excesiva, actividad de NADPH oxidasa
(NOX), B-oxidacion de &cidos grasos y trastornos en las cadenas de transporte de electrones
de mitocondrias y cloroplastos (Apel y Hirt, 2004; AbdElgawad y col., 2015; Kangasjarvi y
col., 2012). De hecho, debido a que el estado redox de los cloroplastos y los peroxisomas
[dos de los principales sitios de produccion de ROS (Wrzaczek y col., 2013)] esta afectado
por la fotorrespiracion, las tensiones ambientales que afectan a ésta; por ejemplo, altas o bajas
temperaturas, sequia o inundacion, radiacion excesiva y salinidad; disminuyen la
conductancia estomatica y, por lo tanto, influyen en su homeostasis redox. Ademas, estas
tensiones ambientales también inducen la formacion de ROS directa o indirectamente en el
apoplasto, la membrana plasmaética, las mitocondrias, y el reticulo endoplasmatico, debido a
la accidn de otras vias de sefializacion (Carvalho, 2008; Lattanzio, 2013; Hideg y col., 2013;

Farnese y col., 2016; Corpas y col., 2015).

Ya sea ante estrés térmico, hidrico o por radiacion UV-B, el dafio en la planta esta
determinado por la especie, la etapa de crecimiento de ésta, el tejido expuesto, el grado de
temperatura o flujo de radiacion, y el tiempo de exposicion (Sung y col., 2003; Larkindale y
col., 2005; Patel et al., 2014; Brown y col., 2008). Cuando la condicion ambiental genera

estrés en la planta, se afecta el crecimiento, desarrollo y su distribucién geogréfica.

En el caso de estrés térmico, cada planta tiene una temperatura 6ptima especifica a la cual su
crecimiento progresa a una velocidad maxima (Hatfield y Prueger, 2015). Se ha reportado
gue tanto bajas como altas temperaturas pueden generar la reduccion del crecimiento de las
plantas, la pérdida de agua, alteracion del sistema fotosintético y estrés oxidativo debido a la

produccién excesiva de ROS en las hojas (Dorigan y col. 2019; Li y col., 2018;



Hasanuzzaman y col., 2013; Vacca y col., 2006). Por otro lado, tanto la falta como el exceso
de agua, también generan estrés oxidativo. Ya sea en sequia o inundacion, la formacion de
peroxido de hidrogeno es una de las primeras respuestas, ya que actla como una molécula
sefializadora importante que se transmite desde la raiz a las hojas para provocar el cierre de
estomas. A medida que se prolonga el estrés, este oxidante provoca peroxidacion lipidica y
la consecuente destruccion de la membrana celular, afectando asi la permeabilidad selectiva
de ésta (Tewari & Mishra, 2018; Striker & Colmer, 2017; Colmer & Voesenek, 2009). En
cuanto a la radiacion UV, altos niveles de radiacion UV-B (280-315 nm; McKenzie y col.,
2011) provocan la reduccion de la fotosintesis neta (Allen y col., 1997; Kakani y col., 2004),
dafos al fotosistema Il (Nedunchezhian y Kulandaivelu, 1996; Hideg y col., 2006), la
disminucion de la concentracién de clorofila (Li y col., 2000b; Alexieva y col., 2001;
Ambasht y Agrawal, 2003) y una excesiva produccion de ROS, lo cual en poco tiempo anula
la capacidad antioxidante (Hideg y col., 2013). Es por ello que el incremento en las tasas de
esta radiacion puede afectar a los ecosistemas naturales (Rousseaux y col., 2004), y, debido
al agujero en la capa de ozono, puede ser un factor especialmente importante de estudiar en
el hemisferio sur (Kerr y McElroy, 1993; Madronich y col., 1995; Rozema y col., 2002). En
el sur de Chile, las dosis medias diarias de UV-B son mas altas que las de otros paises en
latitudes similares en el hemisferio sur, por ejemplo, Australia y Nueva Zelanda (Seckmeyer

y col., 1995; McKenzie y col., 1996; Lovengreen y col., 2000; Huovinen y col., 2006).



1.3. Respuesta antioxidante quimica de las plantas ante estrés ambiental.

Para contrarrestar los efectos negativos del estrés oxidativo y asegurar la supervivencia y
adaptacion a los cambios ambientales, las plantas responden aumentando su capacidad para
eliminar ROS activando sus sistemas antioxidantes enzimatico y no enzimético (Wang y col.,
2019). El primero basado en la actividad de las enzimas desintoxicantes de ROS, por ejemplo,
superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, catalasa, glutation peroxidasa Yy
peroxirredoxinas (Choudhury y col., 2017); y el segundo basado en la produccién de
moléculas antioxidantes como: ascorbato, glutation, carotenoides, tocoferoles, polifenoles,
entre otros (Cheng y col., 2018). Halliwell y Gutteridge (2007) definieron un antioxidante
COMo una sustancia que, cuando esta presente en una concentracion baja en comparacion con
la de un sustrato oxidable en el medio, inhibe la oxidacion del sustrato. Bajo esta definicion,
los compuestos fendlicos se consideran antioxidantes naturales y se ha relacionado el
aumento en su biosintesis en condiciones de estrés severo, cuando la actividad de las enzimas
antioxidantes, consideradas la primera linea de defensa contra ROS, disminuye (Fini y col.,
2011; Gharibi y col., 2019). Se ha documentado que estos compuestos se acumulan en
respuesta a condiciones de estrés por temperatura (altas, bajas o congelamiento), falta de
agua, salinidad, metales pesados, herbicidas y altos niveles de radiacion UV-B,
contribuyendo a la adaptacion de las plantas a ambientes desfavorables (Sharmay col., 2019;
Pott y col., 2019; Miller-Xing y col., 2014; Mouradov y Spangenberg, 2014; Agati y col.,
2012; Pollastri & Tattini, 2011). Por ejemplo, Rivero y col., (2001) encontraron que el estrés
por temperatura alta en Lycopersicon esculentum L. (tomate) ocurrio a los 35 °C, y en sandia
Citrullus lanatus (Thunb.), por baja temperatura a los 15 °C. En ambos casos el estrés térmico

se indujo por un periodo de 30 dias y conllevo la acumulacion de compuestos fendlicos. Por



otro lado, se ha demostrado que el estrés por congelamiento en plantas también provoca el
aumento en las concentraciones de compuestos fenolicos y flavonoides (Hashempour y col.,
2014; Ahmed y col., 2015). Respecto al estrés hidrico, Yordanova y col., (2004) encontraron
que plantas de cebada (Hordeum vulgare) sometidas durante 120 h a inundacién (hipoxia),
mostraron una mayor formacion de ROS y una limitacion del sistema de defensa antioxidante
enzimético. En cuanto al estrés por radiacion UV-B, a bajas tasas es capaz de promover
cambios metabolicos, por ejemplo, aumentando la biosintesis de compuestos fendlicos (UIm
y Nagy, 2005; Jenkins y Brown, 2008). Se ha reportado la acumulacion de glucésidos de
flavonol, los cuales se producen en las vacuolas de las células epidérmicas y subepidérmicas
y protegen a las plantas al actuar como pantallas protectoras, debido a su capacidad para la
absorber la radiacion de alta energia a 250-270 y 335-360 nm (Emiliani y col., 2013; Hectors
y col., 2014; Winkel-Shirley, 2002). Los altos flujos de radiacion UV-B pueden impulsar la

excesiva produccion de ROS que pueden derivar en la muerte celular.

1.4. Metabolitos secundarios antioxidantes.

Las plantas, como organismos autotrofos, producen todos los compuestos organicos
necesarios para soportar su vida. Estos metabolitos se clasifican en primarios y secundarios.
Estos altimos tienen una gran variedad de funciones beneficiosas para ellas en su interaccion
con el ambiente (Bennett y col., 1994; Wink, 2008). Es por ello que la acumulacién de estas
sustancias suele depender de factores ambientales tales como la temperatura, precipitaciones,
radiacion ultravioleta, luz, salinidad y disponibilidad de nutrientes en el suelo. En la mayoria
de las plantas, un cambio en un factor individual puede alterar el contenido de metabolitos

secundarios (M.S.), incluso si otros factores permanecen constantes (Wink, 2008). Estos



M.S. se sintetizan a partir de metabolitos primarios como el acetil-CoA e intermediarios de
la glicolisis, el ciclo de Krebs y la ruta del &cido shikimico. Estas vias, en combinacion,
producen una enorme diversidad de estructuras quimicas y actualmente se han identificado

unas 140.000 (Wink, 2008; Grace, 2005).

Un grupo de metabolitos secundarios son los polifenoles. Estos estan formados por uno o
mas grupos hidroxilo enlazados a un anillo aromatico (Croteau y col., 2000), los cuales
pueden estar metilados y/o glicosilados. En las plantas, la gran mayoria son biosintetizados
en la via fenilpropanoide, que transforma la fenilalanina y la tirosina, obtenidas en la via del
acido shikimico, a una serie de compuestos fendlicos (Hahlbrock y Scheel, 1989; Naikoo y
col., 2019), que se pueden dividir en cinco subgrupos: &cidos fendlicos, flavonoides,
cumarinas, ligninas y taninos (Gumul y col., 2007). Estos compuestos cumplen diversas
funciones fisiologicas en las plantas, necesarias para su supervivencia y adaptacion a los
cambios ambientales (Sharma y col., 2019), que incluye la defensa contra herbivoros y
patdgenos, soporte mecanico, atrayendo polinizadores y dispersores de frutas, absorbiendo
radiacion ultravioleta dafiina o reduciendo el crecimiento de plantas competidoras cercanas
(Taiz & Zeiger, 2010). Ante estrés ambiental, la funcion antioxidante de estos compuestos
estd dada por el hecho de que son excelentes eliminadores de radicales libres, reductores y
agentes quelantes de metales de transicion, evitando asi la oxidacion de las biomoléculas.
Los radicales fenoxilo son menos reactivos que los otros radicales libres del oxigeno,
teniendo menor potencial de reduccién, debido a la presencia del anillo aromatico que
estabiliza al electron desapareado por resonancia (Grace, 2005; Bors y col., 1990, 1994). Foti

(2007) destacé que los fenoles tienen la capacidad de ralentizar la formacién de radicales



libres, asi como también quelar metales como el hierro, manganeso y cobre. Esta Gltima

capacidad evita la reaccion de Fenton (Rice-Evans y col., 1997).

Dentro de los polifenoles, la clase méas estudiada son los flavonoides, su estructura basica se
compone de dos anillos de benceno (anillos A y B) conectados por tres carbonos que forman
un anillo de pirano (anillo C) (Figura 1; Lattanzio, 2013; Das y col., 2017). Su sintesis en
plantas ocurre a partir de intermediarios de la ruta fenilpropanoide y de la ruta del policétido,
para formar el esqueleto C6-C3-C6 (flavan), caracteristico de todos los flavonoides (Winkel-

Shirley, 2001).

Figura 1. Estructura bésica de los flavonoides.

Se ha demostrado que la actividad antioxidante de los flavonoides incluye: (1) eliminacion
de ROS debido a su bajo potencial redox (Shokoohinia y col., 2015), reduce los radicales
libres altamente oxidados mediante la donacién de hidrégeno (Kovacic y Somanathan, 2011);
(2) supresion de la generacion de ROS por inhibicién de enzimas y quelacién de elementos

traza (Catapano y col., 2017; Nile y col., 2016; Pollastri y Tattini, 2011).

De las especies del bosque siempreverde de Aysen que se mostraran en este trabajo y a las
que se le ha estudiado el contenido de flavonoides en las hojas, tanto en Nothofagus

betuloides como en Nothofagus nitida, se detectd la presencia de kaempferol,
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dihidrokaempferol, quercitrina y rutina (Benoit y col., 1964). El kaempferol y la rutina son
conocidos antioxidantes con actividad antiinflamatoria, que se encuentran ampliamente
distribuidos en frutas y verduras (De Melo y col., 2009). El primero se produce mediante la
introduccién de un doble enlace en la posicion C2-C3 en el esqueleto del dihidrokaempferol
por la actividad de la flavonol sintasa (fig. 2a; M Calderon-Montano y col., 2011). El segundo
es un flavonide glicosilado al que ademéas se le atribuyen propiedades antitumorales,

antibacterianas, antivirales y antihipertensivas (fig. 2b; Yang y col, 2008).

HO

HO
OH

Figura 2. Flavonoides detectados en hojas de Nothofagus betuloides y Nothofagus nitida. a)
Kaempferol; b) Rutina (Quercetina-3-O-Rutinosa).

Por todo lo anteriormente expuesto, en este trabajo se propone estudiar la variacion estacional
de la respuesta antioxidante quimica de cuatro especies del bosque siempreverde de Aysen,
a lo largo de dos afios consecutivos (2018-2019). Esta respuesta considera los cambios en el
contenido total de polifenoles, el contenido total de flavonoides, y la capacidad antioxidante
de sus extractos foliares. Esto permitird generar datos sobre el comportamiento de estas

especies a nivel molecular y empezar a entender la relacion de sus cambios con las variables
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ambientales. Esto se podria utilizar como un método de monitoreo ambiental del estrés al que
esta siendo sometida una especie, o también, para proyectar los posibles efectos de eventos

meteoroldgicos extremos sobre las especies de este bosque.

1.5. Descripcion de las especies a estudiar.

Rhaphitamnus spinosus (Juss.) Moldenke (Espino)

Es un arbol siempreverde endémico de Chile, conocido cominmente como espino negro,
huallun o arrayan macho, es perteneciente de la familia Verbenaceae y habita en un rango
altitudinal de 0 a 1.000 m.s.n.m., desde la cordillera de la Costa hasta la precordillera andina,
entre las regiones de Coquimbo y Aysén (30,4 - 46,85° S; Heusser, 2003; Rodriguez y col.,
2018). Mide hasta 7 m de alto, con corteza agrietada y ramosa. Desarrolla hojas pequefias
gue en su cara superior lucen de tono verde oscuro y blanquecino en el envés; desde la axila
de éstas crecen espinas amarillas que pueden llegar hasta los 2 cm de largo (Vega Belmar,

2018).

Nothofagus betuloides (Mirb.) Blume (Coigtie de Magallanes)

Arbol siempreverde, conocido cominmente como Coigiie de Magallanes, se encuentra en
Chile desde 40°40" a 56° S (Moore 1983). Su elevacion varia desde el nivel del mar cerca de
su limite sur hasta 1.200 m cerca de su limite norte (Veblen y col., 1977). Generalmente se
encuentra en elevaciones mas altas y en suelos mejor drenados que Nothofagus nitida

(Vebleny col., 1996).
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Nothofagus nitida (Phil.) Krasser (Coigle de Chiloé)

Arbol siempreverde endémico de Chile de follaje denso y oscuro, conocido comdnmente
como Coiglie de Chiloé. Crece hasta los 35 m de altura y su tronco alcanza unos 2 m de
didmetro. Crece desde el nivel del mar hasta los 700 m.s.n.m. entre las provincias de Valdivia
y el sur de la region de Aysen, sobre todo en la Cordillera de la Costa (40°20° S - 48°30° S;
Heusser, 2003). Habita en lugares de gran humedad y alta precipitacion (>2.500 mm) (Veblen
y col., 1982; Weinberger, 1973), sobre terrenos llanos y suelos de turbera o pantanosos. Es
la Unica especie de Nothofagus ausente en las laderas orientales de los Andes, ya que se
comporta de manera similar a las especies extremadamente tolerantes a la sombra, como
Podocarpus nubigena Lindl. y Laureliopsis philippiana (Looser) Schodde (Veblen y col.,

1996).

Weinmannia trichosperma Cav. (Tineo)

Es un arbol de hoja perenne conocido cominmente como Tineo, Tenio o Palo santo. En Chile
crece entre las regiones del Maule y Magallanes (35,6 - 48,8° S; Rodriguez y col., 2018;
Heusser, 2003), desde el nivel del mar hasta los 1.000 m.s.n.m. Ha sido clasificado como
intolerante a la sombra (Donoso, 1989), de crecimiento lento y con una longevidad superior

a los 730 anos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Determinar la variacion estacional de la respuesta antioxidante quimica de cuatro especies
del bosque siempreverde de Aysén y establecer su relacion con las temperaturas,

precipitaciones y radiacion UV-B de la zona.

2.2, Objetivos especificos

1. Recolectar muestras foliares de Rhaphithamnus spinosus (Espino), Nothofagus
betuloides (Coiglie de Magallanes), Nothofagus nitida (Coiglie de Chiloé) y
Weinmannia trichosperma (Tineo).

2. Obtener extractos etanolicos de las muestras foliares.

3. Medir la respuesta antioxidante quimica de los extractos.

4. Recopilar datos de variables ambientales de la zona.

5. Establecer correlaciones entre la respuesta antioxidante quimica y las variables

ambientales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitios de muestreo

Se realiz6 muestreo estacional durante los afios 2018 y 2019 en la Reserva Nacional Rio
Simpson (RNRS), ubicada en el kilémetro 37 de la ruta que une las ciudades de Coyhaique
y Puerto Aysén, a unos 100 m.s.n.m. con montafias que alcanzan los 1800 m.s.n.m. En esta
parte de la region y segln la clasificacion de Kdppen-Geiger, existe un clima templado
altamente lluvioso con veranos calidos (Kottek y col., 2006). Alli, las muestras foliares de
Rhaphitamnus spinosus fueron recolectadas de arboles ubicados a unos 74 m.s.n.m., en las
cercanias al sendero “El pescador”, el cual posee una extension de unos 2,5 km (Tabla 1). Al
recorrer este sendero se observa un bosque siempreverde del tipo Nordpatagonico (43°20" a
47°30" S: Veblen y col., 1996), con presencia de especies como Nothofagus dombeyi,
Nothofagus nitida, Nothofagus betuloides, Laureliopsis philippiana, Embothrium
coccineum, Rhaphithamnus spinosus, Fuchsia magellanica, Chusquea quila, Amomyrtus
luma y Podocarpus nubigenus, asi como plantas epifitas, trepadoras, arbustos, helechos y
hierbas tipicas de los bosques valdivianos (Niemeyer y Teillier, 2007). Las muestras de
Nothofagus nitida, Nothofagus betuloides y Weinmannia trichosperma fueron tomadas en
una zona mas alta (114-150 m.s.n.m.) ubicada entre 150 y 400 metros hacia el noreste del
sendero (Tabla 1), a lo largo de un transecto paralelo al arroyo “La Cascada”. La descripcion

de los sitios se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 1. Coordenadas geogréficas de los puntos de muestreo.

Especie Sitio Coordenada geogréfica

R.sl 45°27'39.5"S 72°19'52.0"W

Rhaphithamnus spinosus R.s2 45°27'40.0"S 72°19'50.0"W
R.s3 45°27'44.4"S 72°19'27.0"W
N.bl 45°27'39.8"S 72°19'24.4"W

Nothofagus betuloides N.b2 45°27'37.4"S 72°1923.2"W
N.b3 45°27'33.5"S 72°19'20.7"W
N.nl 45°27'39.8"S 72°19'24.4"W

Nothofagus nitida N.n2 45°27'37.4"S 72°19'23.2"W
N.n3 45°27'35.8"S 72°19'22.4"W

Weinmannia trichosperma W.t Transecto desde el sitio N.n3 el

sitio N.b3

Tabla 2. Descripcion de los sitios de muestreo.

Sitio Descripcién

R.s1 | Ubicado a unos 15 metros al norte del rio Simpson, este sitio se encuentra bajo el
dosel de Nothofagus dombeyi. La muestra presenta arboles de 2 a 3 metros de altura.

R.s2 Ubicado a unos 30 metros al norte del rio Simpson, al lado oeste presenta un bosque
de Nothofagus dombeyi. Los espinos que conforman esta muestra son de 2 a 3 m de
altura y estan expuestos al sol por el lado noreste.

R.s3 | Sitio sombreado ubicado bajo un denso dosel de N. dombeyi y Laurelipsis
philippiana. Los espinos que conforman esta muestra son de 1 a 3 metros de altura.

N.bl | Presenta arboles de unos 20 m de alto formando parte del dosel del bosque. Estos
arboles estan expuestos al sol por el lado oeste, ubicados junto al cauce del arroyo
“La Cascada”.

N.b2 | Presenta arboles de unos 20 m de alto expuestos al sol por el lado oeste, también se
encuentra al borde del arroyo “La Cascada”.

N.b3 | Presenta arboles de unos 15 a 20 m de alto, siendo partes del dosel del bosque, con
troncos de unos 40 cm de diametro y descubiertos por el lado oeste. El sitio se
encuentra al lado del arroyo “La Cascada”, que suele mantener vientos frescos.

N.n1 | Presenta arboles de 3 y 4 m de altura, todos descubiertos de vegetacion por el lado
sur poniente y ubicados al borde del arroyo.

N.n2 | Presenta arboles entre 4 y 12 m de altura, ubicados a unos 15 m al noreste del sitio
N.nl, méas alejados de la orilla del arroyo “La cascada”. Estos &rboles estan
descubiertos del dosel por el lado sureste.

N.n3 | Ubicado junto al cauce del arroyo “La Cascada”, formado por arboles de entre 3y 7
metros de altura, cubiertos por el dosel del bosque por el Este.

W.t Los arboles de tineo muestreados son renovales que miden de 1 a 3 metros de altura,

todos ubicados en un sitio sombreado bajo el dosel de coigiies (N. betuloides y N.
dombeyi).

*Descripcion realizada durante el muestreo de primavera del afio 2019 (tabla 4).
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3.2. Recoleccion y procesamiento de muestras.

Las muestras foliares se recolectaron de 4 o méas arboles de una misma especie, con el mismo
estado fenoldgico, presentes en un sitio de aproximadamente 20 m x 20 m, rodeando cada
arbol y a una altura méxima de 3 m sobre el nivel del suelo. Una vez obtenidas las muestras,
éstas se limpiaron y fueron puestas a secar en estufa a 40 = 2 °C hasta alcanzar masa
constante. Luego de haber secado las hojas, éstas fueron trituradas en molinillo hasta alcanzar

un polvo homogéneo.

3.3. Preparacion de las muestras.

3.3.1. Preparacion de extractos

Para realizar los extractos de las muestras se pesaron 10 g de hoja seca molida y se agregaron
a 65 mL de etanol absoluto (EMPLURA ® Merck 8.18760.2500) contenidos en un matraz
con tapa esmerilada de 100 mL. Esta mezcla se agité a 150 rpm durante 18 h y a una
temperatura de 25 °C. Posteriormente, la mezcla se filtr6 y al filtrado se le evaporo el

disolvente a vacio para obtener el extracto seco, que se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

El rendimiento de la extraccion se calculd segun la ecuacion (1).

__ Masa del extracto seco (g)x 100

(D Rendimiento del extracto (%) =

Masa de hoja seca (g)
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3.3.2. Preparacion de disoluciones madre

Para la preparacion de la solucion madre se pesaron 20 mg del extracto seco y se diluyeron
en 10 mL de etanol absoluto. Ya disuelto el solido, éste fue filtrado con papel de 150 mm @
(Cat No 1001-150 Qualitative circles Whatman) y aforado hasta un volumen final de 25 mL.
Cada solucion madre fue diluida sucesivamente en matraces aforados de 2 mL hasta 256
veces (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256). Para los anélisis de las distintas

especies se usaron determinadas diluciones de la solucién madre (1:1) (tabla 3).

Tabla 3. Disoluciones de los extractos utilizados para cada ensayo.

Especie TPC TFC DPPH CUPRAC
R. spinosus 1:2,1:4,y1.8 1:1,1:2y 1.4 De 1:4 2 1:256 1:8y1:16
N. nitida 1:2,1:4y1:8 1ily1:2 De 1:4 a 1:256 1:8y1:16
N. betuloides 1:4,1:8y 1:16 1ily1:2 De 1:4 a 1:256 1:8y1:16
W. trichosperma | 1:8, 1:16y 1:32 1:11y1:2 De 1:4 2 1:256 1:16,1:32y 1:64

Ensayos: TPC: Contenido Total de Fenoles; TFC: Contenido Total de Flavonoides; DPPH: Capacidad antioxidante por
apagamiento del radical DPPH; CUPRAC: Capacidad reductora del ion clprico.

3.4. Analisis de las muestras

A las 65 muestras tomadas se les realiz6 la medicion del contenido total de fenoles y el
contenido total de flavonoides, considerados metabolitos secundarios antioxidantes. Ademas,
se realiz6 la medicién de la capacidad antioxidante total de las muestras por dos métodos
distintos, uno basado en la medicion del consumo de radicales (apagamiento) cuando el
extracto antioxidante se afiade a un medio que contiene el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH), y el otro basado en correlacionar la cantidad total de antioxidantes
con la capacidad reductora del ion cuprico (CUPRAC). Todos los anélisis realizados para

cada muestra, blanco o control positivo se hicieron por triplicado.
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3.4.1. Contenido total de fenoles
La determinacion del contenido total de fenoles se basé en el ensayo colorimétrico de Folin-
Ciolcateu (F-C), siguiendo los protocolos descritos por Ainswoth y col., (2007) y Bridi y
col., (2019), con algunas modificaciones. En resumen, la mezcla de reactivo de Folin-
Ciocalteu al 10% (v/v) y el extracto de hojas disuelto en etanol (muestra) se incub6 en una
placa de 96 pocillos, durante 5 minutos y a 25 °C. Después de eso, se afiadio carbonato de
sodio 350 mM. La mezcla final se incub6 durante 2 horas y se determiné la absorbancia a
765 nm usando un espectrofotdmetro para microplacas (EPOCH 2, BioTek). Se realizé una
curva de calibracion con disoluciones de acido gélico (15-75 pg/mL). Los resultados se
expresan como medias [miligramos de equivalentes de &cido galico (GAE, siglas en inglés
de Gallic Acid Equivalents) por gramo de extracto seco (mg GAE/g dm)] + desviacién

estandar (DE) de tres determinaciones independientes.

La reaccion quimica de este ensayo se basa en la transferencia de electrones en medio alcalino
(pH 10) desde el ion fenolato hacia el reactivo F-C mediante una reaccion de tipo
oxido/reduccion (Magalhaes y col., 2010), lo que provoca la formacion de un complejo
[posiblemente (PMoW1:040)*] de Mo(V), que presenta una coloracion azul y cuya
absorbancia se mide a una longitud de onda de 765 nm (Chen y col., 2015; Margraf y col.,

2015; Everette y col., 2010).

3.4.2. Contenido total de flavonoides
El contenido total de flavonoides se determind utilizando el método descrito por Dewanto y
col., (2002), con algunas modificaciones. En resumen, en una placa de 96 pocillos, se

afiadieron 50 pL de la muestra [0 solucion de (+)-catequina (estandar) o etanol (blanco)],
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seguido de 105 pL de disolucién de nitrito de sodio (4,54 mg/mL) y se incubd la mezcla
durante 5 minutos a 25 °C. Luego, se afiadieron 20 pL de la disolucion de cloruro de aluminio
(50 g/L) y la mezcla se incub6 durante 6 minutos. Después de eso, se afiadieron 75 pL de la
solucién de hidroxido de sodio (0,5 M) y y se volvio a agitar vigorosamente durante 2
minutos. La absorbancia se midié inmediatamente respecto al blanco a 510 nm. La curva
estandar se prepard con (+)-catequina (25-100 pg/mL). Los resultados se expresan como
medias (miligramos de equivalentes de catequina por gramo de extracto seco) + DE de dos

determinaciones independientes.

Este método colorimétrico se basa en la reaccion de los flavonoides con el sistema
cromogenico NaNO2>—Al(I11)-NaOH (zhishen y col., 1999). Basicamente, los flavonoides
reaccionan con el &cido nitroso produciendo compuestos flavonoides nitrosos, los cuales

forman complejos con los iones de aluminio (Zhu y col., 2010).

3.4.3. Capacidad antioxidante por apagamiento de radicales libres (DPPH)
La capacidad de apagamiento del radical libre DPPH se determind siguiendo el método
descrito por Ben Mrid y col., (2019) y Hartwig y col., (2012), con algunas modificaciones.
En resumen, las muestras o el control positivo (Trolox) se mezclaron con una solucién de
DPPH recién preparada (120-140 pM). La mezcla se incub6 durante 30 minutos a 25 °C e
inmediatamente se midio la absorbancia a 517 nm. En cada experimento se realizo una curva
de calibracion con DPPH como estandar (de 20 a 140 uM) para cuantificar su concentracion
restante. Los analisis a cada muestra corresponden a 5 disoluciones estudiadas por triplicado.
Los datos se expresan como valor medio (ug/mL) + DE. El porcentaje de actividad de

eliminacion de DPPH se determind mediante la ecuacion (2):
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C(DPPH)pianco—C(DPPH)muestra
C(DPPH)pianco

(2) % Capacidad de apagamiento de DPPH = ( )x 100

El ICso de cada muestra corresponde a la cantidad de extracto requerido para apagar el 50 %

del DPPH.

Este ensayo se basa en la reaccion de transferencia de un dtomo de hidrégeno desde un
compuesto antioxidante (AH) hacia el radical libre (figura 3). En el ensayo se mide la
absorbancia a 517 nm (méaximo de absorcion del DPPH) y se observa la disminucién de esta

absorbancia como consecuencia del consumo de la especie radicalaria.

Reaccion quimica propuesta

NO, NO,
. H
ON N——-~N + AH —»  O)N N——N +
NO, : NO, :

)\.méx: 517 nm

Figura 3. Apagamiento del radical 2,2-difenil-1-picrylhidracilo (DPPH) por una molécula
antioxidante (AH).

3.4.4. Capacidad antioxidante por reduccion del ién cuprico (CUPRAC)
La CUPRAC se determind mediante el método descrito por Apak y col., (2006 y 2008) y
Deng y col., (2016), con algunas modificaciones. En resumen, para la realizacion de este
ensayo se utilizo: solucion acuosa de sulfato de cobre (1) 10 mM, solucion tampon de acetato
de amonio 1 M (pH 7), solucion de neocuproina en etanol 7,5 mM y solucion de acido galico

en etanol 20 pg/mL (control positivo). En una celda de 96 pocillos se agregaron 45 pL de la
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disolucion de cobre (1), 45 pL de neocuproina, 45 uL de disolucion tampdn, 50 uL de agua
destilada y 45 pL de la muestra (0 45 pL de blanco o 45 uL de control positivo). En el
espectrofotometro, la placa se incubé durante 2 minutos a temperatura ambiente y se le midio
la absorbancia a 450 nm. Los resultados se expresaron como capacidad antioxidante
equivalente de &cido galico, en miligramos equivalente de acido galico por gramo de extracto
seco (mg GAE/g dm). La curva de calibracion del &cido galico se realiz6 utilizando
concentraciones de este compuesto entre 1 y 25 pg/mL. Se prefiri6 utilizar el método con
acido galico en lugar del método con trolox porque el &cido galico es un producto natural,

mientras que Trolox es un equivalente sintético del a-tocoferol.

Los valores se expresan como medias + DE de dos determinaciones independientes.

mg (GAE) _ T CGAC VS
Mes  1.000 Meg

(3)

Donde:

r: factor de dilucion de la muestra medida en relacién con la solucion madre (1:1).

Caac: concentracion de acido galico obtenida por interpolacion en la curva de calibracion
(ng/mL).

Vs: Volumen del estndar original (mL).

Mes: Masa de extracto seco (g).

Reaccion quimica propuesta

El ensayo CUPRAC se basa en la medicion de la absorbancia del complejo formado entre la
neocuproina y el ion cobre (1), obtenido este ultimo por reduccion del ion cobre (1) en
presencia de compuestos antioxidantes y/o reductores (AOX: figura 4). EI maximo de

absorcion del complejo de Cu(l) se registra a una longitud de onda de 450 nm.
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Neocuproina: 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina

+ AOX ——— e AOXxidado T H

Amarillo-naranjo
Amax=450 nm

Celeste

Figura 4. Reduccion del i6n clprico (Cu?*) en el complejo con neocuproina por accion de
una molécula antioxidante (AOX).

3.5. Analisis de variables ambientales.

Las fechas de muestreo y el periodo de treinta dias previos, considerados para la obtencion
de los datos meteoroldgicos, se muestran en la tabla 4. Los datos diarios de las variables
ambientales (temperatura, precipitaciones e indice de radiacion UV-B) de estos treinta dias
se encuentran en las tablas A10, A1l y A12 del anexo. Para el analisis de correlaciones se
consideran las medias o las acumulaciones de cada una de estas variables en tres periodos
distintos previos al muestreo (5, 10 y 30 dias). En el caso de las temperaturas también

consideran las bajas o altas temperaturas, con el criterio que es descrito en la seccion 3.5.1.

Tabla 4. Fechas de muestreo y periodo de 30 dias previos.

Estacion del afio Fecha de muestreo Periodo de 30 dias previos al muestreo
Verano 2018 25y 26 de enero 2018 28/12/2017 al 26/01/2018

Otofio 2018 12 de mayo 2018 13/04/2018 al 12/05/2018
Invierno 2018 19 de julio 2018 20/06/2018 al 19/07/2018
Primavera 2018 7'y 8 de octubre 2019 8/09/2018 al 7/10/2018

Verano 2019 17 de enero 2019 19/12/2018 al 17/01/2019

Otofio 2019 19 de abril 2019 21/03/2019 al 19/04/2019
Invierno 2019 23 de julio 2019 24/06/2019 al 23/07/2019
Primavera 2019 30 de octubre 2019 1/10/2019 al 30/10/2019
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3.5.1. Temperaturas

Los datos de las temperaturas promedio diarias se obtuvieron desde la estacion de monitoreo
Puerto Aysen Ad. (codigo 450001) de la direccion Meteoroldgica de Chile (Lat -45.399444
Lon -72.677221), ubicada a 11 m.s.n.m. El equipo de medicidn es una estacién automatica

marca Campbell Scientific con data loggers CR1000 y sensor de Temperatura y Humedad

marca Vaisala modelo HMP155.

Se consideraron las temperaturas diarias promedios de los 5, 10 y 30 dias anteriores al
muestreo (tabla 5). De los promedios estacionales del periodo de estudio (2018-2019) se
obtuvo la minima promedio (6°C) y la maxima promedio (13°C). Aquellos dias en que la
temperatura promedio fue menor que la minima promedio, se les considera dias de bajas
temperaturas. Por otro lado, a los dias en que la temperatura promedio superd la maxima
promedio, se les considera de altas temperaturas. En aquellos dias en que no existia el valor
de la temperatura media, ésta se calculé promediando los 24 valores entregados por hora (de
00:00 a 23:00 h) en el registro historico de la pagina web de la direccién meteoroldgica de

Chile (https://climatologia.meteochile.gob.cl).

Tabla 5. Temperaturas estacionales promedio.

Promedio Promedio 10 Promedio 30 dias previos Periodo 30 dias previos
5 dias previos | dias previos Tminima Tmaxima | Tmedia N° dias N° dias
[°C] [°C] [°C] [°C] [°C] bajas T altas T

Verano 2018 13,5 14,74 10,41 18,36 14,09 2 30
Otofio 2018 8,44 7,52 5,96 12,29 8,44 16 9
Invierno 2018 2,72 3,99 1,09 7,57 3,71 30 0
Primavera 2018 8,00 6,97 4,65 11,33 7,37 20 4
Verano 2019 13,44 12,02 8,85 16,62 12,48 3 26
Otofio 2019 10,30 9,93 8,92 14,93 11,35 4 23
Invierno 2019 3,94 4,67 2,70 7,47 4,61 29 0
Primavera 2019 7,44 8,79 5,59 13,77 9,09 14 15
Promedio 2018- - - 6,02 ~ 12,80 ~ - - -
2019 6,00 13,00



https://climatologia.meteochile.gob.cl/
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3.5.2. Precipitaciones
Los datos de las precipitaciones promedio diarias se obtuvieron desde la estacion de
monitoreo Puerto Aysén Ad, antes ya referenciada. El equipo de medicién es una estacion
automatica marca Campbell Scientific con data loggers CR1000 y sensor Marca Texas
Instrument TX525WS. Se consideré esta estacion de monitoreo porque es la mas cercana a
la RNRS, se encuentra ubicada al Oeste de ésta y es paso obligado de las nubes provenientes
de la costa que son empujadas por los vientos predominantes (SW) durante los afios 2018 y
2019 (DGAC Chile, 2020). Se consideraron las precipitaciones diarias promedio y
acumulada de los 5, 10 y 30 dias previos al muestreo (tabla 6). Los detalles se encuentran en
la tabla A1l del anexo. En esta tabla, el valor diario considera las precipitaciones (mm)

durante 24 horas hasta las 12:00 h del dia en cuestion.

Aquellos datos no encontrados en la plataforma de la Direccion Meteoroldgica de Chile
fueron obtenidos desde la plataforma virtual “Sala de 1luvias” del Instituto de ciencias de la
ingenieria de la Universidad de O"Higgins en conjunto con el Centro de Ciencias del Clima

y la Resiliencia (CR2) (https://saladelluvias.herokuapp.com).

Tabla 6. Precipitaciones en Puerto Aysén en el periodo previo al muestreo.

5 dias previos 10 dias previos 30 dias previos

Promedio | Agua caida Agua caida Promedio | Agua caida

agua caida | acumulada acumulada agua caida | acumulada
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
Verano 2018 0,6 3,1 54 4,5 135,0
Otofio 2018 5,9 29,5 30,5 10,6 3194
Invierno 2018 0,0 0,0 29,0 6,7 200,1
Primavera 2018 2,9 14,4 29,0 6,9 180,6
Verano 2019 1,3 6,7 29,3 52 156,4
Otofio 2019 11,6 46,3 120,2 6,5 189,6
Invierno 2019 49 24,5 113,2 8,2 2447
Primavera 2019 11,3 56,6 65,2 4,0 119,0



https://saladelluvias.herokuapp.com/
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En el anélisis de correlaciones no se usa el promedio de agua caida 10 dias previos al

muestreo debido a que esta muestra una tendencia similar al agua caida acumulada.

3.5.3. Indices de Radiacion Ultravioleta

Los promedios diarios del indice de Radiacion Ultravioleta (IUV) se obtuvieron desde la
estacion Teniente Vidal, Coyhaique Ad. (cddigo 450004) de la direccion Meteoroldgica de
Chile (Lat -45.59083° Lon -72.10222°) a una altura de 299 m.s.n.m. Se considera esta
estacion por ser la mas cercana a la RNRS con instrumentos de medicion adecuado. El equipo

de medicion de radiacion UV-B es marca YES modelo UVB-1.

Se debe tener en cuenta que el IUV es una medida de la energia del sol en el rango UV-B
(280-320 nm) que llega a la superficie de la Tierra. Se representa por valores enteros del 1 al
11 o mas. El indice 1 corresponde a 100 Joules por metro cuadrado durante 1 hora, el 2
corresponde a 200 Joules, etc. En este sentido, como el efecto de la radiacion UV se puede
evidenciar por el flujo y el periodo en que ésta incide en la planta, se considerd la

acumulacién de estos flujos durante tres periodos distintos; 5, 10 y 30 dias (tabla 7).

Tabla 7. indices de radiacién ultravioleta acumulada.

Indice de indice de indice de
radiacion UV-B radiacion UV-B radiacion UV-B
Estacion acumulada 5 dias | acumulada 10 dias | acumulada 30 dias
previos previos previos
Verano 2018 50 100 310
Otofio 2018 11 20 77
Invierno 2018 6 11 33
Primavera 2018 29 53 134
Verano 2019 56 105 312
Otofio 2019 16 34 129
Invierno 2019 9 16 37
Primavera 2019 37 73 187
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3.6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el programa para Windows Graphpad prism 8.0.1. Tanto
la variacion como la comparacion intra e interespecies, de los cuatro ensayos, se analizaron
mediante ANOVA de una via por el método paramétrico Bonferroni, al cual se aplicé un 99
% de confianza. Para R. spinosus, N. betuloides y N. nitida, la comparacién interespecie
considera la respuesta antioxidante entre una especie y otra, en una misma estacion del afo.
Por otro lado, debido a que se muestred un unico sitio para W. trichosperma, se comparé a
ésta con las otras especies, utilizando los datos de aquellos sitios que presentaron la mayor
concentracion de metabolitos o la mayor capacidad antioxidante. En ese sentido, se usd N.b1,
N.nly R.s2 en todos los ensayos. El valor p de significancia estadistica para cada analisis de
variacion y comparacion interespecie e intraespecie de los ensayos, se muestra en las tablas

Al3; Al4; A15; A16 y Al7 del anexo.

Tanto para el estudio de la relacion entre ensayos, como para el estudio de la relacion entre
la respuesta antioxidante quimica de cada especie con las variables ambientales, se usoé el
coeficiente de correlacion de Pearson, considerando un 95 % de confianza. Se hace énfasis y
grafican solo aquellas correlaciones significativas (p<0,05) y se muestra el valor del indice
de correlacion (r). La linea mostrada en los graficos de correlacién entre los ensayos y las

variables ambientales se muestra Unicamente para graficar la tendencia de los datos.



4. RESULTADOS

4.1. Extraccion de metabolitos solubles en etanol.

En la tabla 8 se muestra el porcentaje de la masa del extracto obtenido respecto a la cantidad
de hoja seca usada para su preparacion. Del total de muestras posibles de tomar (80), se

recolectaron 65.

Tabla 8. Rendimiento del extracto etandlico calculado segun ecuacion (1).

Sitio Vi8 | O18 | 118 | P18 | V19 | O19 | 119 | P19 | % promedio +
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) DE
R.sl 2,3 3,0 5,0 37 8,6 31 4,2 4,9 44+18
R.s2 24 58 8,6 92 | 163 | 54 7.1 6,5 7,7+3,8
R.s3 14 | NM | 49 33 78 | NM | 47 5,0 45+19
N.bl 58 | 100 | 137 | 125 | 150 | NM | 147 | 141 12331
Nb2 | NM | 108 | 142 | 109 | 143 | NM | 94 | NM 11,9+2,0
Nb3 | NM | 97 | 130 | 110 | 168 | NM | 115 | 142 127+23
N.n1 33 6,4 9,8 4,9 80 | NM | 77 7.2 6,8+2,0
N.n2 4,6 54 9,5 6,5 78 | NM | 74 6,7 68+15
Nn3 | NM | NM | 85 56 | 106 | NM | 66 78 78+17
W.t NM | 84 | 140 | 115 | 129 | NM | 110 | 125 11,7+18

N.M.: No muestreado

En promedio y en orden decreciente, el contenido de metabolitos solubles en etanol, por masa

de hoja seca y para cada especie fue: N. betuloides (12,3%), W. trichosperma (11,7%), N.

nitida (7,1%) y R. spinosus (5,5%).

4,2, Analisis de las muestras.

Las curvas de calibracion de los ensayos y sus respectivas tablas de datos se encuentran en

las figuras A1-A5 y tablas A1, A3, A5, A6 y A8 del anexo, respectivamente.

27
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Para la determinacién del contenido total de fenoles, flavonoides y la capacidad reductora
del ion clprico, se realizaron curvas de calibracion al momento del analisis. Las tablas de
resultados de cada ensayo también se encuentran en la seccion 1 del anexo. En el estudio
interespecie de R. spinosus, N. betuloides y N. nitida, los promedios estacionales de cada
especie se obtuvieron a partir de los tres sitios de muestreo. Para W. trichosperma en cambio,

el promedio corresponde a la respuesta de un dnico sitio.

4.2.1. Contenido total de fenoles

En la figura 5, se muestra la variacion y comparacién estacional interespecie del Contenido
Total de Fenoles (TPC, por sus siglas en inglés), medidos como miligramos equivalentes de
acido galico (GAE, por sus siglas en inglés) por gramo de extracto seco (mg GAE/g dm). En
la figura 6, se muestra la variacion y comparacion intraespecie del TPC. Los valores p de

significancia estadistica se muestra en las tablas 13A-17A del anexo.

Contenido Total de Fenoles (2018-2019)

550
500
450 — N. betuloides
= 400+ — N. nitida
S 350
& 300-
o0 250
200+
150
100

— R. spinosus

— W. trichosperma

T
V18 O18 118 P18 V19 O19 119 P19

Estacion

Figura 5. Variacion y comparacion interespecie del contenido total de fenoles. En el gje x

se muestran las estaciones desde el verano del 2018 a la primavera del 2019.



29

R. spinosus presentd un aumento significativo de su TPC en la primavera del 2018 (239,0 +
46,9 mg GAE/g dm), en donde alcanz6 su maximo registrado, y luego disminuyo
significativamente en verano del 2019 (165,9 88mg GAE/g dm). El TPC de la primavera del
2018 fue significativamente mayor a la del 2019. N. betuloides aument¢ significativamente
su TPC en otoiio del 2018 (258,0 + 25,8 mg GAE/g dm) y se mantuvo constante hasta la
primavera. En el verano, esta especie disminuyd significativamente su TPC, alcanzando su
minimo (150,5 + 36,7 mg GAE/g dm). EI TPC de Nothofagus nitida, aumentd
significativamente en otofio, disminuy6 en invierno, aumentd a su maximo en primavera
(279,6 + 35,5mg GAE/g dm) y volvio a disminuir significativamente en el verano del 2019,
en donde alcanz6 su minimo (156,8 + 12,1 mg GAE/g dm). Pese a que aumento su TPC en
la primavera del 2019, ésta fue menor a la del 2018. W. trichosperma presentd una
disminucion significativa de su capacidad antioxidante en invierno del 2018, hasta su minimo
(388,1 mg GAE/g dm), un aumento hasta su maximo en primavera del 2018 (539,6 mg
GAE/g dm) y una disminucion en el verano del 2019. En general, las dos especies de
Nothofagus presentaron una variacion estacional del TPC similar, s6lo se diferenciaron

significativamente en invierno del 2018.

Tanto en P18 como en V19, no existieron diferencias significativas entre R. spinosus, N.
betuloides y N. nitida. W. trichosperma, por su parte, se diferencid significativamente de las

otras especies en todas las estaciones.
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Figura 6. Variacion y comparacion intraespecie del contenido total de fenoles. En el eje x se
muestran las estaciones desde el verano del 2018 a la primavera del 2019. (a) Sitios de
Rhaphitamnus spinosus (R.s1, R.s2 y R.s3); (b) Sitios de Nothofagus betuloides (N.b1, N.b2
y N.b3); (c) Sitios de Nothofagus nitida (N.n1, N.n2 y N.n3).

En la figura 6a se observa que para R. spinosus el TPC esta entre 126,2 y 296,8 mg GAE/g
dm. En todas las estaciones, R.s2 tuvo el mayor TPC y R.s3 el menor, mientras que R.s1 tuvo
un comportamiento intermedio. Todos los sitios aumentaron significativamente su TPC en la
primavera del 2018, en donde alcanzaron su maximo, y luego disminuyeron
significativamente el verano del 2019. Asi mismo, todos los sitios disminuyeron

significativamente su TPC entre la primavera del 2018 y la del 2019. R.s2 fue el Unico sitio
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que no disminuyo significativamente su TPC entre V18 y V19. En general, en todas las

estaciones hubo diferencias significativas del TPC entre algun sitio y otro.

En la figura 6b se observa que para N. betuloides el TPC esta entre 99,6 y 292,3 mg GAE/g
dm. Todos los sitios disminuyeron significativamente su TPC el verano del 2019, en donde
alcanzaron su minimo. Tanto N.b1 como N.b3, disminuyeron significativamente su TPC
entre la primavera del 2018 y la del 2019. Por otro lado, N.b1 fue el Unico sitio que no
disminuyd significativamente su TPC entre el invierno del 2018 y el del 2019. El invierno
del 2018 fue la Unica estacion en donde no se registraron diferencias significativas del TPC

entre un sitio y otro.

En la figura 6¢ se observa que para N. nitida el TPC esta entre 141,8 y 326,9 mg GAE/g dm.
Todos los sitios aumentaron significativamente su TPC en primavera del 2018, y luego lo
disminuyeron el verano del 2019, en donde alcazaron su minimo. N.n2 fue el Gnico sitio que
no disminuyo significativamente su TPC entre la primavera del 2018 y la del 2019. La
primavera del 2018, fue la Unica estacién en la que los tres sitios se diferenciaron

significativamente entre si.

4.2.2. Contenido total de flavonoides

En la figura 7, se muestra la variacion y comparacién estacional interespecie del Contenido
Total de Flavonoides (TFC, por sus siglas en inglés), medidos como miligramos equivalentes
de catequina (EC) por gramo de extracto seco (mg EC/g dm). En la figura 8, se muestra la
variacion y comparacion intraespecie del TFC. Los valores p de significancia estadistica se

muestra en las tablas 13A-17A del anexo.
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Contenido Total de Flavonoides (2018-2019)
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Figura 7. Variacion y comparacion interespecie del contenido total de flavonoides. En el eje
X se muestran las estaciones desde el verano del 2018 a la primavera del 2019.

R. spinosus alcanz6 su minimo TFC el verano del 2018 (169,8 + 27,3 mg EC/g dm) y aumentd
significativamente, a su méaximo, en otofio (257,8 £+ 45,5 mg EC/g dm). En verano del 2019,
presentd una disminucion significativa de su TFC. N. betuloides presentd un aumento
significativo de su TFC en otofio del 2018 (45,3 £ 6,8 mg EC/g dm), en donde se mantuvo
constante hasta el invierno. Esta fue la Gnica especie que no disminuyé significativamente su
TFC el verano del 2019. N. nitida alcanzé su maximo TFC el otofio del 2018 (119,7 + 4,0
mg EC/g dm) y disminuy6 significativamente el invierno (104,5 + 9,6 mg EC/g dm). Otra
disminucion significativa de su TFC la presento el verano del 2019 (92,89 + 6,2 mg EC/g
dm). Alcanzé su minimo TFC el invierno del 2019 (88,6 = 5,1 mg EC/g dm), que fue
significativamente menor al del invierno del 2018. W. trichosperma disminuyo
significativamente su TFC el invierno del 2018, aument6 a su maximo en primavera (230,4
mg EC/g dm) y volvié a disminuir en verano del 2019, a su minimo (168,3 mg EC/g dm). El

TFC del invierno del 2018 y la primavera del 2019, fue significativamente menor al del
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invierno del 2019 y la primavera del 2018, respectivamente. Entre R. spinosus, N. betuloides

y N. nitida hubo diferencias significativas del TFC en todas las estaciones. Entre W.

trichosperma y las otras especies, inicamente no se encontrd diferencia significativa con R.

spinosus (R.s2), en la primavera del 2019.
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Figura 8. Variacion y comparacion intraespecie del contenido total de flavonoides. En el eje

X se muestran las estaciones desde el verano del 2018 a la primavera del 2019. (a) Sitios de
Rhaphitamnus spinosus (R.s1, R.s2 y R.s3); (b) Sitios de Nothofagus betuloides (N.b1, N.b2
y N.b3); (c) Sitios de Nothofagus nitida (N.n1, N.n2 y N.n3).

En la figura 8a se observa que en R. spinosus el TFC esta entre 102,1 y 303,3 mg EC/g dm.

En todas las estaciones, R.s2 alcanz6 el mayor TFC y R.s3 el menor. Tanto R.s1 como R.s2,
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aumentaron significativamente su TFC el otofio del 2018 y lo disminuyeron en invierno.
Todos los sitios aumentaron significativamente su TFC en la primavera del 2018, y luego lo
disminuyeron el verano del 2019. Tanto R.s1 como R.s3 alcanzaron su maximo y minimo
TFC en estas estaciones, en cambio R.s2 alcanzd su minimo TFC el verano del 2018 y el
maximo en otofio del mismo afio. En todas las estaciones hubo alguna diferencia significativa

del TFC entre un sitio y otro.

En la figura 8b se observa que en N. betuloides el TFC esta entre 22,1 y 53,1 mg EC/g dm.
Tanto N.b1 como N.b2 alcanzaron su maximo TFC el otofio del 2018. N.b1 y N.b3
disminuyeron significativamente su TFC la primavera del 2018. S6lo N.b2 disminuyo
significativamente su TFC el verano del 2019. Por otra parte, s6lo en invierno del 2018 no

hubo diferencias significativas del TFC entre un sitio y otro.

En la figura 8c se observa que en N. nitida el TFC esta entre 83,6 y 123,7 mg EC/g dm. N.n1
y N.n3 disminuyeron significativamente su TFC entre el invierno del 2018 y el del 2019,
alcanzando su minimo. N.n2 disminuyd significativamente su TFC entre el verano del 2018
y el 2019, hasta su minimo. N.n2 y N.n3 disminuyeron significativamente su TFC el verano
del 2019. Solo se registro diferencia significativa entre un sitio y otro, en el invierno del 2018,

y fue entre N.n1 y N.n2.

4.2.3. Capacidad antioxidante por apagamiento del radical libre DPPH.

En la figura 9, se muestra la variacion y comparacion estacional interespecie de la capacidad
antioxidante, medida por apagamiento del radical DPPH. En la figura 10, se muestra la

variacion y comparacion intraespecie de esta capacidad antioxidante. Estos resultados se
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expresan como ICso (pg de extracto/mL de solucién madre), o sea, la cantidad de extracto
necesaria para apagar la mitad del DPPH agregado inicialmente. Los valores p de

significancia estadistica se muestra en las tablas 13A-17A del anexo.

Capacidad antioxidante (2018-2019)
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Figura 9. Variacién y comparacion interespecie de la capacidad antioxidante medida por
apagamiento del radical DPPH. En el eje x se muestran las estaciones desde el verano del

2018 a la primavera del 2019.

R. spinosus presentd un aumento significativo de su capacidad antioxidante medida por
apagamiento del radical DPPH, desde su minimo ICso registrado el verano del 2019 (111,3 £
30,5 pg/mL) hasta su maximo en otofio (64,8 + 11,5 pg/mL). N. betuloides tuvo una
disminucion significativa de su capacidad antioxidante en la primavera del 2018 (49,2 + 5,0
png/mL), incluso esta fue significativamente menor que la primavera del 2019 (31,7 £ 0,9
pg/mL). N. nitida presentd una disminucion significativa de su capacidad antioxidante el
verano del 2019, en donde alcanzé su ICso minimo (85,5 + 4,3 pg/mL). Esta incluso fue
significativamente menor a la del verano del 2018. La capacidad antioxidante del invierno y

primavera del 2018 fue significativamente menor a la de las mismas estaciones en el 2019.
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W. trichosperma disminuyé significativamente su capacidad antioxidante en invierno del
2018y laaumento en primavera del 2018. Su capacidad antioxidante en invierno y primavera

del 2019, fue mayor a la misma estacion en el 2018.
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Figura 10. Variacion y comparacion intraespecie de la capacidad antioxidante medida por
apagamiento del radical DPPH. En el eje x se muestran las estaciones desde el verano del
2018 a la primavera del 2019. (a) Sitios de Rhaphitamnus spinosus (R.s1, R.s2 y R.s3); (b)
Sitios de Nothofagus betuloides (N.b1, N.b2 y N.b3); (c) Sitios de Nothofagus nitida (N.n1,
N.n2 y N.n3).

Practicamente, en todas las estaciones muestreadas hubo diferencias significativas entre R.

spinosus Yy las dos especies de Nothofagus. Solo en el verano del 2019 no hubo diferencias
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significativas entre R. spinosus y N. nitida. Entre N. betuloides y N. nitida, estos se
diferenciaron significativamente en 118, P18, V19 y P19. W. trichosperma se diferencio
significativamente de R. spinosus y N. nitida, en todas las estaciones. Entre W. trichosperma

y N. betuloides, no hubo diferencia significativa en: 118, V19, 119 y P109.

La figura 10a muestra la capacidad antioxidante por apagamiento del radical DPPH, medido
en ICso, de R. spinosus observandose que se encuentra entre 133,9 y 53,3 pg/mL. En todas
las estaciones, R.s2 presentd la mayor capacidad antioxidante y R.s3 la menor. R.s1 tuvo
cambios significativos en todas las estaciones. En invierno del 2018, mientras R.s1 aument6
significativamente su capacidad antioxidante, R.s2 la disminuyo. En primavera del 2018 y
2019, los tres sitios aumentaron su capacidad antioxidante. En el verano del 2019, mientras
R.s1y R.s3 disminuyeron su capacidad antioxidante, R.s2 aumentd. R.s1 y R.s2 aumentaron
significativamente su capacidad antioxidante en otofio, y disminuyeron en invierno del 2019.
En todas las estaciones, R.s2 presentd diferencias significativas en su capacidad antioxidante
respecto a los otros sitios. S6lo en verano y primavera del 2019, no hubo diferencia

significativa entre R.s1 y R.s3.

La variacién de la capacidad atrapadora de radical libre DPPH de N. betuloides se muestra
en la figura 10b, observandose valores de ICso en un rango entre 56,3 y 26,9 pg/mL. En
invierno del 2018, mientras N.b2 disminuyd significativamente su capacidad antioxidante,
N.b3 aumentd6. En primavera del 2018, los tres sitios disminuyeron significativamente su
capacidad antioxidante, y al verano del 2019, N.b1 y N.b2 la aumentaron. Solamente en

invierno del 2018, todos los sitios se diferenciaron significativamente entre si.

En la figura 10c se muestran los valores de la capacidad antioxidante por apagamiento del

radical DPPH, medido en ICsg, de N. nitida, observandose estos entre 91,6 y 47,4 ug/mL. En
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primavera del 2018, mientras N.n1 aumentd significativamente su capacidad antioxidante
hasta su maximo, N.n2 disminuy6. Todos los sitios disminuyeron significativamente su
actividad antioxidante el verano del 2019, en donde alcanzaron su minimo. A su vez, la
capacidad antioxidante de los tres sitios en invierno del 2019 fue mayor a la del invierno
2018. Por otra parte, solo en primavera del 2018, todos los sitios se diferenciaron

significativamente entre si.

4.2.4. Capacidad antioxidante medida por reduccion del ion caprico (CUPRAC)

En lafigura 11, se muestra la variacién y comparacion estacional interespecie de la capacidad
antioxidante, medida por la capacidad del extracto diluido para reducir el i6n cuprico en el
complejo con neocuproina. Los resultados se expresan en miligramos equivalentes de acido
galico por gramo de extracto seco (mg GAE/g dm). Los valores p de significancia estadistica
se muestra en las tablas 13A-17A del anexo. En la figura 12 se muestra la variacion y

comparacion estacional intraespecie de esta capacidad antioxidante.
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Figura 11. Variacion y comparacion interespecie de la capacidad antioxidante medida por
CUPRAC. En el eje x se muestran las estaciones desde el verano del 2018 a la primavera del
2019.

R. spinosus no presentd variacion estacional significativa en su capacidad antioxidante
(CUPRAC). N. betuloides por su parte, tuvo una disminucién significativa de ésta el verano
del 2019 (139,0 = 42,5 mg GAE/g dm). N. nitida aumento su capacidad antioxidante a su
maximo en la primavera del 2018 (183,7 + 26,3 mg GAE/g dm) y luego la disminuyo6 hasta
su minimo el verano del 2019 (113,7 + 7,3 mg GAE/g dm). La capacidad antioxidante de N.
nitida en el verano y la primavera del 2018, fue significativamente mayor a las mismas
estaciones en el 2019. W. trichosperma presentd una disminucién significativa en su
capacidad antioxidante el invierno del 2018 (269,8 mg GAE/g dm), en donde alcanzé su
minimo, y luego tuvo un aumento en primavera del 2018, en donde alcanz6 su maximo (391,6
mg GAE/g dm). En el verano del 2019 volvié a disminuir significativamente su capacidad
antioxidante. La capacidad antioxidante de W. trichosperma en la primavera del 2018, fue
significativamente superior a la misma estacion el 2019, lo mismo que para el invierno del
2019 respecto al del 2018. N. betuloides y N. nitida se diferenciaron significativamente en
invierno (2018 y 2019), y en primavera del 2019. En los dos veranos muestreados no se
registraron diferencias significativas entre la capacidad antioxidante de R. spinosus, N.
betuloides y N. nitida. W. trichosperma, por su parte, se diferencid significativamente de las

otras especies en todas las estaciones.
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Figura 12. Variacion y comparacion intraespecie de la capacidad antioxidante medida por
CUPRAC. En el eje x se muestran las estaciones desde el verano del 2018 a la primavera del
2019. (a) Sitios de Rhaphitamnus spinosus (R.sl1, R.s2 y R.s3); (b) Sitios de Nothofagus
betuloides (N.b1, N.b2 y N.b3); (c) Sitios de Nothofagus nitida (N.n1, N.n2 y N.n3).

R. spinosus presentd una capacidad antioxidante, medida por CUPRAC, entre 100,5y 168,4
mg GAE/g dm (figura 12a). En todas las estaciones, R.s2 present6 la mayor capacidad
antioxidante, R.s3 la menor (R.s2/R.s3=1,47 veces en promedio) y R.s1 presentd una
respuesta intermedia. Todos los sitios experimentaron cambios significativos en su capacidad
antioxidante en la primavera del 2018, mientras R.s1 y R.s2 la aumentaron, R.s3 la
disminuyd. El verano del 2019, tanto R.s1 como R.s2, disminuyeron significativamente su

capacidad antioxidante. En otofio del 2019, R.s1 aument6 significativamente su capacidad
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antioxidante, y ésta a su vez, fue mayor a la del otofio del 2018. El invierno del 2019, R.s1y
R.s2 disminuyeron significativamente su capacidad antioxidante. En primavera del 2019,
R.s2 y R.s3 aumentaron significativamente su capacidad antioxidante. Para R.s3, esta Ultima,
fue significativamente mayor que la primavera del 2018. En todas las estaciones muestreadas,
hubo diferencia significativa entre la capacidad antioxidante de R.s2 y R.s3. Por otro lado,
entre R.s1 y R.s2, no hubo diferencias significativas en su capacidad antioxidante en verano
ni en primavera del 2018. Lo mismo ocurrio entre R.s1 y R.s3, tanto en verano como en

primavera del 2019.

N. betuloides presentd una capacidad antioxidante, medida como masa equivalente de acido
galico, entre 79,1y 235,3 mg GAE/g dm (figura 12b). En el invierno del 2018, mientras N.b1
y N.b3 aumentaron significativamente su capacidad antioxidante, N.b2 la disminuyd. En la
primavera del 2018, mientras N.b3 aumenté significativamente su capacidad antioxidante,
N.b2 la disminuyd. A su vez, la capacidad antioxidante de N.b3, en esa estacion, fue
significativamente mayor a la del 2019. En el verano del 2019, los tres sitios disminuyeron
significativamente su capacidad antioxidante, y para N.b1, tal capacidad fue mayor a la del
verano del 2018. En general, N.b2 se diferencio significativamente de los otros sitios, s6lo
en invierno del 2018, no se registraron diferencias entre un sitio y otro. N.b1 y N.b3 se

diferenciaron Unicamente el invierno del 2019.

N. nitida presenté una capacidad antioxidante entre 104,1 y 217,1 mg GAE/g dm (figura
12¢). N.n1 aumento su capacidad antioxidante el otofio del 2018. N.n2 la disminuyo en el
invierno de ese afio. En primavera del 2018, tanto N.n1 como N.n3 alcanzaron su maxima
capacidad antioxidante. En verano del 2019, todos los sitios disminuyeron significativamente

su capacidad antioxidante, hasta su minimo. N.n1 aumenté significativamente su capacidad
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antioxidante en la primavera del 2019. Para las muestras recogidas, en todas las estaciones

se registro diferencia significativa entre la capacidad antioxidante de N.n2 y N.n3.

4.3. Analisis por especie de las correlaciones entre ensayos y variables ambientales.

A continuacion se muestra, para los extractos foliares de las cuatro especies, el contenido
promedio de metabolitos secundarios antioxidantes, la capacidad antioxidante promedio
(figura 13), las correlaciones entre los ensayos y las correlaciones de estos ensayos con las
variables ambientales (temperatura (°C), precipitaciones (mm) y indices de radiacion UV-
B). Las tablas de datos con los resultados del anélisis de correlaciones se muestran en las

tablas 18A-25A del anexo.
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Figura 13. Promedio del contenido de metabolitos secundarios antioxidantes y la capacidad
antioxidante de los extractos foliares de cada especies. En el eje x se muestran las siglas del

nombre de cada especie estudiada.
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Rhaphitamnus spinosus: A pesar de que el TPC de W.trichosperma es en promedio 2,4 veces
mayor que el de R. spinosus, el TFC promedio de estos es similar, unas 5,6 veces al de N.
betuloides y el doble que el de N. nitida. Ademas, presenta una gran variabilidad del TFC, la
cual se ve reflejada en la gran desviacion estandar que presentan sus datos. En esta especie,
el TPC esté correlacionado directa y significativamente por el TFC (r=0,9167; p=0,0014). A
su vez, estos flavonoides estan relacionados con la capacidad antioxidante (CUPRAC)
(r=0,7941; p=0,0186). También se encontrd una correlacion positiva entre la capacidad
antioxidante medida por apagamiento del radical DPPH y la capacidad antioxidante medida
por CUPRAC (r=-0.7816; p=0,0220). Esto podria ser indicio de que la respuesta antioxidante
de la planta incluye tanto evitar el dafio provocado por los radicales libres como revertir el
dafio oxidativo. En cuanto a la correlacién de los ensayos de esta especie con las variables
ambientales, se encontrd una correlacion positiva entre el promedio y la cantidad de agua
caida 5 dias antes a cada muestreo (r=-0,8279; p=0,0112), con el aumento de la capacidad

antioxidante del extracto foliar (DPPH) (figura 14).
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Figura 14. Correlacion entre la capacidad antioxidante del extracto foliar de Rhaphitamnus

spinosus y el promedio de agua caida 5 dias previos a cada muestreo.
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Nothofagus betuloides: La capacidad antioxidante (DPPH y CUPRAC) del extracto foliar
de esta especie es solamente superada por la de W. trichosperma. No se encontrd correlacion
significativa entre el TPC y el TFC, lo que es un indicativo de que el contenido total de
fenoles no estd dado por el contenido de flavonoides. En cambio, si se encontrd una
correlacion positiva entre el TPC y la capacidad antioxidante (CUPRAC) (r=0,9759;
p=0,0002). En cuanto a la relacion entre los ensayos de esta especie con las variables
ambientales, se encontr6 una correlacion negativa entre el TFC y el indice de radiacion UV-
B acumulada a 5, 10 y 30 dias previos al muestreo, siendo mayor la correlacién a los 10 dias
(figura 15a). Por otro lado, el TFC se correlacion6 positivamente con la cantidad de agua
caida 30 dias previos al muestreo (figura 15c). EI TPC también se correlacion6
negativamente con la cantidad de radiacion UV-B acumulada a 5 y 30 dias previos al

muestreo, siendo mayor esta Ultima (figura 15b).

En el periodo de 30 dias previos al muestreo, la capacidad antioxidante de los extractos,
medida por CUPRAC, se correlacion6 negativamente tanto con la radiacion UV-B
acumulada (r=-0,7577; p=0,0485) como con la cantidad de dias con altas temperaturas
(>13°C) (Figura 15d). En este sentido, y como era de esperar, los dias de altas temperaturas
presentaron una correlacion positiva con la cantidad de radiacion UV-B acumulada

(r=0,8780; p=0,0041) en ese mismo periodo.
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Figura 15. Correlacion entre ensayos y las variables ambientales, para los extractos foliares

de Nothofagus betuloides. a) TFC en relacion a la cantidad de radiacion UV-B acumulada 10

dias antes de cada muestreo; b) TPC en relacion a la cantidad de radiacién UV-B acumulada

30 dias antes de cada muestreo; ¢) TFC en relacion a la cantidad de agua precipitada 30 dias

antes de cada muestreo; d) Capacidad de reduccion del i6n cuprico en relacién a la cantidad

de dias con altas temperaturas (<13°C) en el mes anterior a cada muestreo.

Nothofagus nitida: Esta especie presentd una correlacion positiva entre el TPC y la

capacidad antioxidante (CUPRAC) (r=0,9912; p<0,0001). A diferencia de N. betuloides, N.

nitida si presentd una correlacion directa y significativa entre el TPC y el TFC (r=0,8299;

p=0,0209). A su vez, este contenido de flavonoides no solo determina el contenido de fenoles,
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si no que ademas esta relacionado con la capacidad antioxidante medida por CUPRAC
(r=0,8292; p=0,0211). No se encontré correlacion entre los ensayos por especie y las

variables ambientales.

Weinmannia trichosperma: Cabe destacar que el TPC promedio de W. trichosperma es mas
del doble que el de las otras especies. Cerca del 46% del extracto corresponde a estos
metabolitos. A su vez, esta especie presenta la mayor capacidad antioxidante (DPPH y
CUPRAC), seguida de N. betuloides, N. nitida y R. spinosus. Pese a que el TPC no estuvo
determinado por el TFC, ambos presentaron correlacion positiva con la capacidad
antioxidante medida por CUPRAC (r=0,9454; p=0,0044 y r=0,8705; p=0,0241,
respectivamente). No se encontré correlacion entre los ensayos de esta especie y las variables

ambientales.

4.4. Analisis por sitio de las correlaciones entre ensayos y variables ambientales.

A continuacion, se muestran las correlaciones significativas encontradas entre los ensayos
para cada sitio y las variables ambientales. Las tablas de datos con los resultados del analisis

de correlaciones se muestran en las tablas 18A-25A.

Rhaphitamnus spinosus (R.s2): La capacidad antioxidante de los extractos foliares de este
sitio, medida tanto por el apagamiento del radical DPPH como por CUPRAC, se correlaciono

positivamente con el promedio de agua caida 5 dias antes al muestreo (figura 16). Esta
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correlacion significativa de la capacidad antioxidante también se aprecia con la cantidad de
agua precipitada acumulada 5 dias antes de cada muestreo (DPPH: r=-0,7498; p=0,0322 y
CUPRAC: r=0,7615; p=0,0282). Por otro lado, no se encontrd correlacion significativa entre

las variables ambientales y el TPC o TFC.
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Figura 16. Correlaciones entre la capacidad antioxidante del extracto foliar del sitio R.s2

(Rhaphitamnus spinosus) y el promedio de agua caida 5 dias antes de cada muestreo.

Nothofagus betuloides (N.b1): En este sitio, tanto el TPC como la capacidad antioxidante
medida por CUPRAC de los extractos foliares, mostraron una correlacion negativa con el
aumento de las temperaturas y la radiacion UV-B acumulada (figura 17). Para ambos
ensayos, se encontrd correlacion con la temperatura media a los 5, 10 y 30 dias previos al
muestreo, siendo la mayor a los 10 dias (figura 17a 'y 17b). En cuanto a la radiacion UV-B,
el TPC se correlaciond con su acumulacién los 5, 10 y 30 dias previos a cada muestreo,
siendo la mayor esta Gltima (figura 17c¢). La capacidad antioxidante (CUPRAC), en cambio,

solo se correlaciond con la radiacion UV-B acumulada 30 dias previos a cada muestreo (r=-
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0,8048; p=0,0290). El TFC presentd una correlacion positiva con la cantidad de agua caida

acumulada 30 dias antes del muestreo (figura 17d).
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Figura 17. Correlacion entre los ensayos del extracto foliar del sitio N.b1 (Nothofagus

betuloides) y las variables ambientales.

Nothofagus nitida (N.n1): Este sitio presento una correlacion positiva entre la disminucion

de la capacidad antioxidante (DPPH) y el aumento en la cantidad de dias con altas

temperatura (>13 °C). Lo mismo ocurre entre esta capacidad antioxidante y el indice de

radiacion UV-B acumulado 30 dias antes del muestreo (figura 18). Al evaluarse la relacion
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entre estas variables ambientales, se encontrd una correlacion positiva y significativa entre
la cantidad de dias con altas temperaturas y la cantidad de radiacion UV-B acumulada 30

dias antes de cada muetreo (r=0,8780; p=0,0041).
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Figura 18. Correlacién entre la capacidad de apagamiento del radical DPPH del sitio N.n1

(Nothofagus nitida) y las variables ambientales.



5. DISCUSION

Rhaphitamnus spinosus

La correlacion positiva entre el aumento en la capacidad antioxidante (DPPH) de los
extractos foliares de Rhaphitamnus spinosus y la cantidad de agua caida 5 dias antes del
muestreo, puede ser indicador de la susceptibilidad de esta especie a experimentar estrés
oxidativo en suelos inundados. Ya se ha descrito que esta especie suele estar presente en

bosques secos y a elevaciones muy bajas en los Andes (Crawford y col., 1993).

Cuando se evalud la respuesta antioxidante por sitios, se encontr6 que, en todas las
estaciones, las plantas expuestas directamente al sol (R.s2) presentaron un mayor
rendimiento del extracto etandlico, una mayor concentracion de metabolitos secundarios
antioxidantes (TPC y TFC) y una mayor capacidad antioxidante que aquellos que estaban en
la sombra, bajo el dosel de Nothofagus dombeyi. Por su parte, y en todas las estaciones
muestreadas, las plantas de R.s3 presentaron el menor contenido de metabolitos secundarios
antioxidantes (TPC y TFC) y la menor capacidad antioxidante (DPPH y CUPRAC). Esto
podria explicarse por su menor exposicion a condiciones ambientales mas estresantes, debido
a que se encuentran protegidas bajo un denso dosel de N. dombeyi y Laureliopsis philippiana.
Pese a que los tres sitios alcanzaron su maximo TPC y TFC en la primavera de 2018, el
maximo rendimiento de sus extractos se alcanzo en el verano de 2019. Por otro lado, de los
tres sitios estudiados, sélo R.s2 presentd una correlacion positiva entre el aumento de la
capacidad antioxidante, medida por DPPH y CUPRAC, y el aumento del promedio de agua

caida 5 dias antes del muestreo.
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En este sentido, es posible indicar que, en este sitio, R. spinosus puede experimentar estrés
oxidativo ante las intensas Iluvias y que en un periodo de cinco dias ya se activa su sistema
antioxidante quimico, tanto para evitar el dafio oxidativo (DPPH) como para revertirlo
(CUPRAC). Es probable que este sitio, al estar mas expuesto a la radiacién solar (fuera del
bosque), deba sortear condiciones méas inclementes que estimulan su respuesta antioxidante
quimica, basada en la produccion de compuestos fendlicos, de los cuales, los flavonoides

juegan un papel directo en la capacidad de revertir el dafio oxidativo de esta especie.

Se sugiere estudiar la relacion entre la capacidad antioxidante (CUPRAC) de R.s2 con el
indice de radiacion UV-B acumulada cinco dias antes del muestreo, no asumiendo una
dependencia lineal entre éstas, como se asume con la correlacion de Pearson (figura 20). Ello
en vista de que fue el Unico sitio que aumentd significativamente su capacidad antioxidante
(DPPH) en el verano de 2019, mientras que los otros dos (R.s1 y R.s3), la disminuyeron

significativamente.

Rhaphithamnus spinosus (R.s2)

CUPRAC [mg GAE/g dm|
A o o N @
(=] (=] (=} [=] [=]
1 1 1 1 |
HH

130 I I I I I 1
0 10 20 30 40 50 60

IUV acumulada 5 dias

Figura 20. Capacidad antioxidante (CUPRAC) del sitio R.s2 (Rhaphitamnus spinosus) y su
relacion con el indice de radiacion UV-B acumulado 5 dias antes de cada muestreo.
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Nothofagus betuloides

La capacidad de revertir el dafio oxidativo (CUPRAC) en esta especie aumentd a medida que
disminuyeron los dias con altas temperaturas. Lo que sugiere un mayor estrés oxidativo a
bajas temperaturas. Los M.S. encargados de revertir este dafio, los fenoles, disminuyeron su
concentracion a medida que aumenté la radiacion UV-B acumulada. Esto podria indicar que
este factor ambiental no es causante de estrés oxidativo y que su correlacion negativa puede
estar dada por su relacion con la temperatura como efecto de la mayor irradiacion solar. Esto,
debido a que se encontré una correlacién positiva entre la radiacion UV-B acumulada y la
temperatura media. Al respecto, Reyes-Diaz y col., (2005), describieron que para N. dombeyi
y N. nitida, en general, la mortalidad de las plantulas, causada por las heladas o el exceso de
luz, es lo que determina sus patrones de regeneraciéon y, por lo tanto, su distribucién
geografica. Si se considera que N. betuloides tiene un comportamiento similar a estas dos
especies de la familia Fagaceae, es posible indicar que las bajas temperaturas es la condicion

que podria determinar la distribucidn de esta especie.

Por otro lado, el hecho de que N. betuloides alcanzara la menor capacidad antioxidante anual
en verano, podria explicarse por la priorizacion del crecimiento de la planta debido a las
condiciones favorables de la época (Yadav, 2010). Szeicz (1997), desarroll6 dos cronologias
de N. betuloides en las zonas costeras de la region de Aysén (45-46° S), demostrando que
esta especie presenta una correlacion positiva entre el crecimiento y las temperaturas de
principios de verano (diciembre-enero) y una correlacion negativa con las precipitaciones
para los meses de noviembre, diciembre y enero. Este autor expresa que estas tendencias
pueden indicar una reduccion en el crecimiento debido a suelos saturados, o pueden estar

relacionadas con una mayor nubosidad y, por lo tanto, niveles reducidos de radiacion solar.
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En este trabajo, también se encontré que el TFC aumenta a medida que se incrementa la
cantidad de agua caida 30 dias antes del muestreo, y disminuye a medida que aumenta el UV
acumulado en 5y 10 dias. El hecho de que estos M.S. no estén relacionados con la capacidad
antioxidante de las hojas, podria sugerir un predominio del sistema antioxidante enzimatico

en estas condiciones o que esta situacion no sea causal de estrés para esta especie.

Cabe sefalar que ademas se encontro una correlacion negativa entre la cantidad de agua caida
30 dias y la radiacion UV-B acumulada a 5 y 10 dias previos a cada muestreo. No se
encuentrd reportes en la bibliografia respecto al aumento en el contenido de flavonoides en
las hojas de una planta tras estrés por inundacion, tampoco la disminucion de estos M.S. ante
el aumento del flujo de radiacion UV-B. Al contrario, si existe evidencia de la disminucion
en el TFC en las hojas de las plantas ante estrés por inundacién (Lin y col., 2006), o el

aumento de estos metabolitos ante el incremento del flujo de radiacion UV-B.

Cuando se realizo el estudio por sitio, s6lo N.b1 mostré correlacion negativa entre su TPC y
su capacidad antioxidante (CUPRAC) con las variables relacionadas a los dias soleados,
como son la temperatura y la radiacion UV-B. Este sitio, al igual que los otros dos, esta
descubierto del dosel de coiglies por el lado Oeste, pero se encuentra protegido de los vientos
frescos del arroyo “La cascada”, lo que podria explicar su mayor afectacion a los cambios de
temperatura. Por otro lado, pese a que los tres sitios alcanzan su mayor porcentaje de
rendimiento del extracto el verano del 2019, estos alcanzan su minimo TPC en la misma
estacion. Un analisis cromatogréafico de los extractos etandlicos de esta especie podria ayudar

a esclarecer el o los grupos de moléculas que aumentan en verano.
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Nothofagus nitida

A diferencia de N. betuloides, en esta especie el contenido de flavonoides determina el
contenido total de fenoles y también la capacidad de revertir el dafio oxidativo (CUPRAC).
No se encontré correlacion significativa entre los ensayos por especie con las variables
ambientales. En cuanto al estudio por sitios, tanto el aumento en la cantidad de dias con altas
temperaturas, como el aumento en la cantidad de radiacion UV-B acumulada, se
correlacionaron significativa y positivamente con la disminucién de la capacidad
antioxidante (DPPH) dei sitio N.n1. Pese a que no se encontrd correlacion significativa entre
esta capacidad antioxidante y las bajas temperaturas, el valor p fue bastante bajo (r=-0,7449;
p=0,0547). Este sitio ademas presenté su maximo rendimiento del extracto el invierno del
2018, estacion que registrd las menores temperaturas estacionales. Todo esto puede ser
indicador de la susceptibilidad de esta especie a experimentar estrés oxidativo ante heladas.
Ya se ha descrito que N. nitida esta distribuido geograficamente en areas con humedad

constante y condiciones térmicas intermedias (Veblen y col., 1996).

Cuando se estudio6 la relacién entre las variables ambientales, el indice de radiacion UV-B
acumulada treinta dias antes de cada muestreo se correlacion6 tanto con el nimero de dias
con bajas temperaturas como con el nimero de dias con altas temperaturas, mostrando una

correlacion negativa y positiva, respectivamente.

Se sugiere estudiar la relacion entre la capacidad antioxidante (DPPH) de los arboles de este
sitio y los eventos de bajas temperaturas, considerando otras temperaturas y periodos de

exposicion.
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Weinmannia trichosperma

Para esta especie, se sugiere estudiar la relacion entre la capacidad antioxidante (DPPH) de
W. trichosperma con la cantidad de agua caida cinco dias antes del muestreo, no asumiendo
una dependencia lineal entre éstas, como se asume con la correlacion de Pearson. También
se sugiere el estudio de la respuesta antioxidante de esta especie en otros ambientes, con
exposicion directa al sol y a diferentes estados fenoldgicos. Ello serviria para entender mejor
su comportamiento en otros ambientes. Cabe sefialar que el sitio donde se muestred a W.
trichosperma, es un lugar sombreado, bajo el dosel de Coigues, y las muestras recolectadas
provienen de renovales de hasta 3 metros de alto. Por otro lado, se ha descrito a esta especie
como intolerante a la sombra (Donoso, 1989). Es posible que, en este sitio, el mayor
contenido de M.S. antioxidantes (TPC y TFC) de W. trichosperma respecto a las otras

especies, esté asociado a algin grado de estrés ambiental.

5.1. Analisis de la variabilidad en la respuesta antioxidante quimica

Entender la respuesta antioxidante quimica de una especie a los cambios ambientales, podria
ayudar a predecir su respuesta ante eventos meteoroldgicos extremos. En este sentido, con el
fin de estudiar la variabilidad en la respuesta antioxidante quimica de las especies, se realizé
la figura 19. Para cada especie, se calculd la variacion de la respuesta (A) a partir de la
diferencia entre el maximo y el minimo valor medido en cada ensayo. Esto ayuda a
representar la amplitud de la respuesta antioxidante quimica. Para R. spinosus, N. betuloides

y N. nitida, el delta considera las diferencias entre tres sitios, en todas las estaciones (8 para
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R. spinosus y 7 para las otras especies). En el caso de W. trichosperma, este pardmetro
representa a un Unico sitio en siete estaciones. Por lo tanto, no se comparé a W. trichosperma

con el resto de las especies debido a que un Unico sitio no representa el mismo nimero de

individuos ni area.

Variacion de la respuesta antioxidante quimica
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Figura 19. Variacion del contenido de metabolitos y la capacidad antioxidante. En el eje x

se muestran las siglas de los nombres de cada especie estudiada.

En la figura 19, se aprecia que Rhaphitamnus spinosus es la especie que presenta la mayor
amplitud en la produccion de flavonoides y en la capacidad antioxidante (DPPH), respecto a
las dos especies de Nothofagus. Por otro lado, pese a que las dos especies de Nothofagus
presentaron un delta similar en cuanto al TPC, TFC y DPPH, N. betuloides presenté una
mayor amplitud en la capacidad de revertir el dafio oxidativo (CUPRAC). Al ser una especie
de dosel, esta capacidad es bastante Util para soportar los cambios estacionales en las
condiciones ambientales, ademas de revertir de mejor manera el dafio provocado por eventos
meteorologicos extremos. En el caso de W. trichosperma, su baja amplitud en la capacidad

de evitar el dafio oxidativo provocado por radicales libres (DPPH) y alta amplitud en la



57

capacidad para reducir especies oxidadas (CUPRAC), puede ser indice estar en condiciones

de estrés oxidativo.

De acuerdo con Garreaud (2018), se proyectan condiciones mas secas que las actuales para
el norte de la Patagonia chilena durante el siglo XXI, como consecuencia del aumento del
forzamiento radiativo por causas antropogeénicas. La superposicion de eventos de El Nifio en
este clima alterado puede resultar en una mayor frecuencia de sequias extremas y alteraciones
ambientales. Es mas, Olivares-Contreras y col., (2019), estimaron que la temperatura en la
region de Aysén presenta una tasa de calentamiento de +0,78 °C/década y, las anomalias de
temperatura minima, un aumento de alrededor de +4,5 °C/década. En este escenario, i
consideramos que la tasa de calentamiento se mantiene constante en la region, es posible
indicar que al afio 2050 exista una temperatura promedio anual aproximada de 11 °C, y que
para el afio 2080 ésta sea de unos 13,4 °C. Estas condiciones mas calidas y secas para los
bosques de la zona occidental de la region podrian beneficiar la sobrevivencia de especies
susceptibles de experimentar estrés oxidativo ante heladas e intensas precipitaciones, como
lo son N. betuloides y R. spinosus, respectivamente. Por otro lado, pese a que en la zona
norte de la Patagonia argentina, las condiciones mas célidas y secas durante el siglo pasado
(desde 1950), causaron la muerte forestal (Suarez y col., 2004, Villalba y Veblen, 1998), falla
en la regeneracion del bosque (Tercero-Bucardo y col., 2007) y brotes de insectos
desfoliadores (Paritsis y Veblen, 2011, Piper y col., 2015), no esta claro cdmo el cambio
climatico podria afectar el bosque patagdnico chileno, que experimenta condiciones
oceanicas y mas humedas (Garreaud y col., 2013). Este estudio es un buen acercamiento para
conocer el contenido de metabolitos y la respuesta antioxidante quimica de estas cuatro

especies, en distintas condiciones ambientales. Esto permite que se pueda proyectar de mejor
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forma la restauracion con especies mejor adaptadas a las condiciones ambientales
predominantes de una zona a otra. También permite tener una linea de base sobre el estado
actual de estas cuatro especies del bosque de la Reserva Nacional Rio Simpson. A futuro,
conocer la respuesta antioxidante quimica de estos sitios, permitiria conocer la evolucion del

grado de estrés ambiental al que estarian o no siendo sometidas.



6. CONCLUSIONES

Todas las especies sufrieron cambios estacionales en su respuesta antioxidante quimica,

incluso en una misma especie hubo diferentes respuestas entre un sitio y otro.

El estudio de las correlaciones entre la respuesta antioxidante quimica y las variables
ambientales es un método que podria ayudar a evaluar los posibles impactos de los eventos

meteoroldgicos extremos sobre el bosque siempreverde.

Si bien en la regién de Ayseén, por efectos del cambio climético, se prevén condiciones
ambientales que favorecerian el crecimiento de las plantas, como lo son el aumento de las
temperaturas y la disminucion de las abundantes lluvias, se debe considerar el aumento en la
frecuencia de eventos meteoroldgicos extremos como un factor que podria afectar la

capacidad de respuesta de ciertas especies del bosque siempreverde.

En este sentido, Rhaphitamnus spinosus mostré ser susceptible a sufrir estrés oxidativo ante
intensas precipitaciones durante cinco dias. Al mismo tiempo en que su capacidad de
apagamiento de radicales libres aumento, su capacidad reductora también. Esta Gltima,
asociada al contenido de flavonoides, siendo incluso, la especie con el mayor contenido
promedio de estos metabolitos. Las especies del género Nothofagus mostraron ser
susceptibles a sufrir estrés oxidativo ante heladas y bajos niveles de radiacién solar durante
treinta dias. Aunque en el caso de N. nitida, dependio de la ubicacion de los individuos. La
capacidad reductora en N. betuloides estuvo asociada al contenido de fenoles, y en el caso de
N. nitida, al contenido de flavonoides. Por su parte, W. trichosperma fue la especie que
presentd el mayor contenido de fenoles y la mayor capacidad antioxidante (DPPH vy

CUPRAC).
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1. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

1.1. Contenido de fenoles totales (TPC)

Curva de calibracion con acido gélico

Se siguio el procedimiento descrito en Materiales y Métodos para la determinacién del
contenido fenolico total (TPC) utilizando disoluciones etandlicas de &cido galico de
concentracion conocida (15; 25; 35; 45; 55; 65y 75 pg/mL). Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado y se reporta el promedio y la desviacion estandar (Tabla Al).

Tabla Al. Datos de la curva patrén de acido galico para TPC.

Acido galico [pg/mL] | Absorbancia promedio
a 765nm = DS
15,06 0,126 £ 0,022
25,10 0,184 £ 0,006
35,14 0,263 £ 0,019
45,18 0,315 + 0,008
55,22 0,371 £ 0,006
65,26 0,467 £ 0,023
75,30 0,528 £ 0,016
0.6 7 Absorbancia
Regresion lineal E
0,5 - S
= 0,4 1
=
203 A
% 0,2
2 A Ecuacién y=a+bx
:/, Intercepto 0,02115 £ 0,0099
014 - Pendiente 0,00647 + 2,2035
R2 0,99309
0,0

LA L B BN DL L B I I L LA B BN B B
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Concentracion acido galico (ug/mL)

Figura Al. Curva de calibracion de acido galico para el anélisis de TPC.



Tabla A2. Contenido total de fenoles de los extractos etandlicos de las especies. Para cada
muestra se reporta el promedio de tres réplicas realizadas por triplicado, y su desviacién
estandar.

Masa equivalente de 4cido galico [mg/g dm] £ DS
Especie/sitio Afio 2018 Afo 2019

Verano Otofio Invierno | Primavera | Verano Otofio Invierno | Primavera
R. spinosus/R.s1 194,0+10,0 | 175,04#9,0 | 175,0+8,0 | 238,0+6,0 | 144,0+4,0 | 187,0¢5,0 | 153,0+10,0 | 183,0+7,0
R. spinosus/R.s2 215,0+6,0 | 233,0£8,0 | 184,0+£10,0 | 297,0£23,0 | 228,0+6,0 | 234,0+6,0 | 208,0+14,0 | 204,0+11,0
R. spinosus/R.s3 145,0+6,0 - 156,0+5,0 | 182,0+8,0 126,0+4,0 - 139,0+5,0 | 147,0£14,0
N. nitida/ N.n1 218,0£#10,0 | 247,047,0 | 225,0+9,0 | 327,0+7,0 | 142,0+17,0 - 205,043,0 | 224,0+10,0
N. nitida/N.n2 237,0+£7,0 | 269,0£10,0 197,0+6,0 | 241,0+18,0 | 157,0+17,0 - 191,0+5,0 | 218,0+16,0
N. nitida/N.n3 - - 218,0+4,0 270,0+6,0 | 171,0+11,0 - 181,0£15,0 222,0+5,0
N.betuloides/N.b1 197,0+5,0 | 254,0+13,0 | 274,0+2,0 | 271,0+22,0 | 185,0+24,0 - 250,0+9,0 | 236,0+9,0
N.betuloides/N.b2 - 292,049,0 | 246,0+8,0 | 218,0+6,0 | 167,0+11,0 - 206,045,0 -
N.betuloides/N.b3 - 0,230+13,0 | 273,0+41,0 | 289,0+7,0 | 100,0+2,0 - 190,04+25,0 | 227,048,0
W.trichosperma/W.t - 515,0+10,0 | 388,0+12,0 | 540,0+5,0 48%’(?3 - 416,0+17,0 | 429,0+25,0

1.2. Contenido Total de Flavonoides (TFC)

Curva de calibracién con (+)-Catequina

Se siguid el procedimiento descrito en Materiales y Métodos para la determinacion del
contenido total de flavonoides utilizando disoluciones etandlicas de (+)-catequina de
concentracion conocida (25; 35; 45; 55; 65; 75; 85; 100 150 y 200 ug/mL). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado y reportamos el promedio y la desviacién
estandar (Tabla 3).

Tabla A3. Datos de la curva patrén de (+)-catequina para TFC.

(+)-Catequina [pg/mL] | Absorbancia promedio a

510 nm £ DS
24,87 0,1310 + 0,004
35,02 0,1870 + 0,002
45,17 0,2270 + 0,005
54,81 0,2750 + 0,008
64,96 0,3310 + 0,003
75,11 0,3790 + 0,007
85,18 0,4250 + 0,007
99,98 0,4980 + 0,018
152,25 0,7610 + 0,025
199,76 0,9680 + 0,026




= Absorbancia
1,0 Regresion lineal _
1
£0%7 p
o .
=
w
~ 0,6 -
<
-
§ 0,4 =
< P Ecuacion y=a+bx
< A Intercepto 0,01695 + 0,00269
gig % Pendiente 000482 + 5,72307E-5
d s R2 099873
p
0,0 ; ; . - ; ; ; :
0 50 100 150 200

Concentracion de (+)-catequina (pg/mL)

Figura A2. Curva de calibracion de catequina para TFC.



Tabla A4. Contenido total de flavonoides de los extractos etan6licos medidos como masa
equivalente de catequina. Para cada muestra se reporta el promedio de dos réplicas
realizadas por triplicado, y su desviacion estandar.

Masa equivalente de Catequina [mg/g dm] £ DS

Especies/sitios Afio 2018 Ario 2019

Verano Otorio Invierno Primavera Verano Otofio Invierno Primavera
R. spinosus/R.s1 180,5+3,4 | 212,2+1,5 | 190,649,0 253,5+3,1 | 169,7+3,2 | 213,0+£5,9 | 206,3%5,7 174,1 +4,6
R. spinosus/R.s2 196,6+8,0 | 303,3%5,4 | 224,1+572 293,6+16,1 | 258,9+1,5 | 278,4+4,0 | 218,5+8,0 213,9 46,1
R. spinosus/R.s3 132,4+3,2 - 172,4+7,8 199,0+4,8 | 102,145,8 - 121,855 -
N. nitida/ N.n1 100,5+5,8 | 115,7+1,6 | 115,2+2,1 - 97,8+4,9 - 86,7%4,1 94,9+4.,6
N. nitida/N.n2 111,4+3,6 | 123,7+5,8 91,9+5,6 100,0+1,6 84,2+49 - 95,6+3,4 99,554
N. nitida/N.n3 - - 106,4+5,4 120,6x7,0 96,7+£2,7 - 83,6x7,7 104,7+4,5
N.betuloides/N.b1 27,6 4,2 46,2+5,3 44,8+1,1 30,2+4,5 36,9+3,2 - 40,9+2,4 28,5+3,2
N.betuloides/N.b2 - 53,1+3,9 43,8+2,0 40,3+2,3 22,1429 - 40,345,2 -
N.betuloides/N.b3 - 36,5+1,4 48,5+2,2 39,0+1,8 32,4+1,8 - 27,726 25,945,1
W.trichosperma/W.t - 233,843,3 | 171,5¢35 238,4+49 | 168,346,7 - 199,546,1 209,846,3

1.3. Capacidad antioxidante por apagamiento del radical DPPH

Curva de calibracion con DPPH

Se prepararon disoluciones etandlicas de concentracion 10; 20; 40; 60; 80 y 130 uM de
DPPH a partir de la disolucién inicial (120-140 uM). Se midi6 la absorbancia por
triplicado de cada una de las disoluciones anteriores a 517 nm utilizando etanol como
blanco (Tabla 5).

Tabla A5. Absorbancia de las disoluciones de DPPH de concentracion conocida.

Conc. DPPH (uM)

Absorbancia promedio a

517nm £ DS
10,08 0,053 + 0,005
20,16 0,106 + 0,003
40,32 0,223 £ 0,003
60,48 0,335 + 0,006
80,64 0,448 + 0,002
100,00 0,560 + 0,003
134,41 0,776 £ 0,010
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Figura A3. Curva de calibracion de DPPH.

Preparacién del control positivo (Trolox) para determinar el 1C50.

A partir de la disolucion 10 mM de Trolox, se prepararon disoluciones de 2 mL de
concentracion 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 y 110 uM. Se siguio el protocolo
descrito para el ensayo, reemplazando los 50 uL. de muestra por 50 puL de cada una de las
disoluciones de Trolox. Se usO etanol como blanco. Cada medicion se realiz6 por
triplicado y se reporta la concentracion de Trolox y el porcentaje de inhibicién del DPPH
asociado (Tabla 6).

IC50 (Trolox) = 14,91 pg/mL=59,58 uM

Tabla A6. Curva de control positivo (trolox).

Conc. Trolox (ug/mL) | Porcentaje de inhibicion (%)
2,90098 29
5,80195 34
8,70293 39

11,60391 44
14,50489 50
17,40586 53
20,30684 61
23,20782 65
26,10879 69
29,00977 73
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Tabla A7. Capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de las especies en estudio
reportado como IC50. Cada muestra fue analizada por triplicado y se reporta el promedio
y la desviacién estandar.

I1Cso [ug/ml] + DS
Especielsitio Afo 2018 Afo 2019

Verano Otofno Invierno Primavera Verano Otofno Invierno Primavera
R. spinosus/R.s1 | 95,08+0,67 | 113,96+1,63 | 96,33+1,46 | 88,00+1,41 | 131,86+1,04 | 76,25+1,44 | 106,54+169 | 78,06+1,62
R. Spinosus/R.s2 | 78,78+0,19 | 77,42+0,30 | 82,64+1,25 | 77,5140,93 | 68,25+0,44 | 5328+0,90 | 78,13+1,08 | 61,68+1,00
R. spinosus/R.s3 | 133,15+0,23 ) 114,44+2,25 | 9534+0,90 | 133,88+2,35 - 141,83+0,19 | 84,28+1,43
N. nitida/ N.nl | 63954023 | 52,49+0,68 | 53,15+0,30 | 48,20+0,98 | 82,41+0,54 - 49.89+053 | 52,91+0,97
N. nitida/N.n2 55,44+0,14 | 50,71+1,17 | 67,21+0,99 | 76,86+1,25 | 91,59+2,34 ; 54844029 | 5331+1,31
N. nitida/N.n3 - ; 68,44+034 | 68554081 | 84,34+2,87 - 47384384 | 48,18+0,70
NoewlotdesN. | 49 80:0,62 | 41331063 | 36,80:0,33 | 45955073 | 37494263 - 33,9840,22 | 32,6040,36
Eébet“'o'd“/ N. - 34144064 | 39274028 | 56.32+0,75 | 42,05+1,66 - 43,03+0,99 ;
Es'bem'o'des’ N. - 4359+1,94 | 26,92+0,45 | 4531+0,93 | 46,15+0,90 - 37,54+0,94 | 30,95+0,335
)’\‘/’\'/tt”ChOSperma - 31,69+0,39 | 3521+0,39 | 32,84+0,18 | 31,98+0,41 - 31,39+0,83 | 3031017

1.4. Capacidad antioxidante por reduccion de cobre (1) (CUPRAC)

Curva de calibracion

Se siguid el procedimiento descrito en Materiales y Métodos para la determinacion de la
capacidad antioxidante reductora del i6n ctprico (CUPRAC), utilizando disoluciones
etandlicas de 4acido galico de concentracion entre 1 y 100 pg/mL. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado y se reporta el promedio y la desviacion
estandar (Tabla 8).

Tabla A8. Datos de la curva patrén de acido galico para CUPRAC.

Concentracion de acido | Absorbancia promedio a
galico (ug/mL) 450 nm £ DS
1,008 0,028 + 0,004
2,015 0,053 + 0,001
3,023 0,084 + 0,006
4,030 0,123 £ 0,012
5,038 0,137 £ 0,011




6,045 0,157 £ 0,014
7,053 0,190 + 0,010
10,075 0,277 £ 0,011
13,098 0,366 + 0,025
17,128 0,493 + 0,023
20,15 0,592 + 0,025
22,165 0,676 = 0,035
25,188 0,751 £ 0,041
50,375 1,535 + 0,066
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Figura A5. Curva de calibracion de acido galico.



Tabla A9. Capacidad antioxidante por reduccion del idn cuprico de extractos etandlicos
de las cuatro especies estudiadas. Cada muestra fue analizada por triplicado y se reporta
el promedio y la desviacion estandar.

Masa equivalente de &cido galico [mg/g dm] + DS

Especie/sitio Afio 2018 Afio 2019

Verano Otofio Invierno | Primavera Verano Otofio Invierno | Primavera
R. spinosus/R.s1 139,8+7,0 | 120,9+3,6 | 128,0+2,5 160,9+2,0 | 104,0+4,1 | 138,4+2)5 | 124,5+2,0 123,8+2,0
R. spinosus/R.s2 150,7+6,7 | 158,715 | 144,0+4,0 167,3+2,3 | 155,1+3,1 | 166,7+3,6 | 152,412 168,4+1,6
R. spinosus/R.s3 103,6+1,8 - 118,3+1,3 100,5+4,0 | 101,3%2,3 - 102,4+3,9 119,1+1,4
N. nitida/ N.n1 135,8+4,1 | 168,5+4,2 | 156,8+7,6 217,151 | 121,9%1,3 - 134,0£1,9 156,9+3,9
N. nitida/N.n2 162,4+7,6 | 169,3+7,8 | 138,3%4,9 152,9£1,5 | 104,112 - 100,7+4,6 127,7+4,2
N. nitida/N.n3 - - - 181,3+7,0 | 115,1+17 - 136,7+1,7 149,2+5,3
N. betuloides/N.b1 157,8+2,4 | 187,7+7,4 | 218,2+3,1 219,3%4,7 | 173,6%4,9 - 204,7x3,7 193,5+3,8
N. betuloides/N.b2 - 235,0+8,8 | 202,5+7,1 178,8+2,2 79,1£2,2 - 152,0+1,3 -
N. betuloides/N.b3 - 170,4+2,6 | 206,0+7,9 235,319,6 | 164,2+2,3 - 175,7+7,0 196,316,2
W. trichosperma/W.t - 367,048,1 | 269,8+4,5 | 391,6+11,4 | 314,0+7,7 - 302,945,0 316,2+4,0




2. ANALISIS DE VARIABLES AMBIENTALES

2.1. Temperatura

Temperatura estacion Puerto Aysén Ad. Direccion meteoroldgica de Chile.

Tabla A10. Temperaturas minima, maxima y media de los 30 dias anteriores al dia de
muestreo.

Verano 2018 Otofio 2018 Invierno 2018 Primavera 2018
Tml’n Tméx Tmed Tmin Tméx Tmed Tmin Tméx Tmed Tml’n Tméx Tmed
[PCl | [°C] | [°C] [ [°C] | [°C] | [°C] | [°C] | [°C] | [°C] | [°C] | [°C] | [°C]
1141139145 | 1,7 | 11659 | 38 | 68 | 51 | 42 | 106 | 7,2
1271176 | 135| 70 | 116|110 39 | 66 | 47 | 41 | 113 | 6,7
83 (164 | 115|106 | 18 (129 44 | 63 | 64 | 40 | 114 | 7,2
86 (160 |120| 94 | 158|102 09 | 84 | 35 | 65 | 12,7 | 8,1
91 161|112 | 72 | 131| 95 | 32 | 66 | 6,1 | 58 | 11,1 | 8,7
10,3 13,7131 |10,1 123|124 | 35| 99| 57 | 85 | 116 | 9,8
109|170 (136 | 12,7 | 143|142 | 19 | §2 4 8,3 [11,8| 9,0
82 (183|103 | 83 |165|108| 25 | 73 | 46 | 69 | 10,3 | 84
79 | 132|119| 82 |146| 98 | 40 | 65 | 65 | 7,3 [113| 9.1
91 1711118 | 49 | 142 | 72 | 54 | 80 | 61 | 7,2 13 | 84
1321142 16,1 | 54 |10,7| 83 | 11 | 83 | 26 | 41 | 10,7 | 7,2
1211209 (163 | 54 |12,7| 85 |-11| 6,7 | 16 | 3,3 | 12,7 | 7,0
130 250(169| 59 |127| 70 |-18| 6,2 | 14 | 53 | 114 | 56
6,5 |21,7|157| 76 | 83 | 88 |-14 | 65 | 1,7 | 30 | 69 | 7,3
1141231 |176| 59 |121| 83 |-1,7| 59 | 19 | 48 | 12,7 | 6,8
116|241 |131| 6,0 |106| 70 |-1,7| 60 | 26 | 56 | 99 | 6,8
93 (156 131| 16 |106| 57 | 09 | 78 | 39 | 25 | 88 | 54
96 (173|142 28 | 10 | 65 |-22|100| 12 | 3,8 | 94 | 68
104|188 | 146 | 56 |131| 72 |-28 | 74 | 0,7 | 15 |114 | 7,1
134119514455 ]91 |68 |-25|69 | 12 | 61 | 142 ]| 87
1121156 |140| 6,2 | 93 | 7,7 | 00 | 85 | 43 | 7,2 | 131 | 9,2
1441 16,7 | 153 | 56 | 103 | 80 | 0,7 | 80 | 45 | 52 | 122 | 5,1
132171160 | 0,7 | 121 | 43 | 36 | 84 | 6,3 | -02 | 61 | 2,7
149119318523 | 98 | 67 | 46 | 99 | 62 | 1,7 | 78 | 54
11,2123,7 16,1 | 1,7 | 124|163 | 35| 83 | 50 | 33 | 10,7 | 7,3
1101 21,7 |135| 26 | 147 | 72 | 24 | 7,7 | 45 | 57 | 12,6 | 85
87 (176|127 9 |111|106|-06 | 84 | 23 | 6,7 | 12,7 | 9,2
39 173|126 | 98 | 127|112 |-30| 76 | 14 |-14 | 14 | 6,2
48 | 202|146 | 82 |129] 90 | 21 | 71| 38 | 23 |155| 7,9
1191220(141] 09 |116| 42 |-10| 70 | 16 | 6,2 | 119 | 8,2




Verano 2019 Otofio 2019 Invierno 2019 Primavera 2019
Tmin Tméx Tmed Tmin Tméx Tmed Tmin Tméx Tmed Tmin Tméx Tmed
PCLI[°C] | [°C] [ [°C] [ [°C] | [*C] | [°C] | [°C] [ [°C] | [°C] | [°C] | [°C]
99 |174 1140 7,3 | 154|113 | 17 | 86 | 3,6 | 0,6 | 82 | 4,7
73 192|146 |113|16,3|120| 34 | 71 | 48 | 39 | 92 | 6,8
125]1216 16,2103 |13,7|118| 39 | 62 | 54 | 09 | 115 ]| 6,6
120203142 | 94 | 13912409 | 71 | 1,7 | 60 | 129 | 84
1251183146 | 60 | 181 |113|-39| 51 |-10| 55 | 123 | 8,2
139|176 |147| 44 | 188 |10,7|-02| 35| 19 | 59 |111]| 7,9
8,7 116,3|134| 42 | 200|104 |-1,7| 57 | 21 | 58 | 122 | 7,6
6,0 | 184|139 | 80 | 18,0124 | 40 | 57 | 68 | 69 | 10,0 | 8,9
113121,1(133|109|184|119| 35 |10,7| 48 | 7,2 | 12,0 | 9,9
97 (164|122 109|135 |13,7| 25 | 76 | 40 | 83 | 145 | 10,5
8716399 |58 179|114 | 14| 72| 36 |01 |152]| 69
83 | 17 |115|11,2]169|127| 31 | 63 | 57 | 64 | 14 | 89
88 | 33113128141 |135| 34| 83 | 54 |38 |129]| 85
6,5 | 42 | 87 [108|150|119| 20 | 95 | 49 | 52 | 147|131
5914 |98 | 84 |134|10,2| 51 | 84 | 6,7 | 81 | 20,5 | 12,9
76 | 41 129|104 |124|125| 6,2 | 89 | 76 | 83 | 18,6 | 10,8
1231 9,2 | 155|108 | 15 | 126 | 57 | 94 | 69 | 79 | 148 | 10,7
105 0,2 (138108153 |124 | 30 | 89 | 52 | 98 | 16,1 | 11,6
93 |90 |110|10,2|145|129| 45 | 81 | 61 | 29 | 152|111
76 | 45|88 |20 | 72 |133|50 | 83 | 55|92 (194 10,7
49 108 | 70 | 01 | 56 |120| 31 | 71 | 54 | 58 | 148 | 9,3
15100 |96 | 89|54 |105| 53|82 | 73 | 67 |133] 10,2
6,9 | 65 (126 88 |126| 99 | 41| 98 | 49 | 11 | 152 | 95
91|72 |113| 66 |135| 76 |-0,1| 89 | 3,9 | 90 | 19,0 | 10,5
85| 36 (125|149 |103| 78 | 32 | 79 | 55 | 79 | 124 | 11,2
87|65 |121| 82 |110]105| 37|83 |45 |79 | 166 | 85
92 |64 |151] 95 | 139|106 | 06 | 65| 21 | 38 | 115]| 6,0
110 23 (128 85 |128|10,2| 14 | 42 | 27 | 0,3 | 114 | 48
93 |62 (13293 |125(105| 21 |51 | 43 | 64 | 105 | 88
70 | 86 |140| 68 (124 | 97 | 41 | 74 | 61 | 60 [130| 9.1




2.2. Precipitaciones

Tabla All. Precipitacién promedio diario (mm) de los treinta dias anteriores a cada
muestreo.

Precipitacion promedio diario (mm). Estacion Aysén Ad.
Vvig | 018 118 P18 | Vvi9 | 019 119 [ P19
17,3 0,8 13,8 0,1 1,5 0,0 3,3 0,5
9,2 3,7 34,0 0,4 0,0 15 190 | 0,0
0,8 34,6 0,8 11,0 0,0 12,0 21,4 | 0,0
0,7 21,6 1,1 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5,2 2,6 7,7 2,2 5,7 0,0 0,1 0,0
24,7 14,7 10,5 0,1 8,4 0,1 1,1 13,3
13,5 63,0 16,5 0,2 0,0 0,0 278 | 41
31,1 55 30,6 3,5 0,0 1,1 1,6 15
2,0 33,4 48,9 34,0 1,3 8,8 6,8 16,6
6,8 5,8 6,2 27,6 24,0 0,1 0,0 0,1
1,3 0,9 0,0 15 19,7 0,0 0,0 0,0
3,5 0,3 0,0 2,6 7,4 10,1 3,4 0,0
0,0 56,0 0,0 33,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 10,1 0,0 0,1 7,4 0,4 1,6 0,0
9,7 22,1 0,0 17,3 4,7 0,0 11,8 2,5
1,5 1,1 0,0 11,7 0,1 0,0 6,8 2,6
0,0 0,0 0,0 2,9 0,0 20,4 3,0 1,9
0,0 0,0 0,0 0,4 4,0 11,5 2,4 0,0
0,0 0,0 0,0 N.E. 14,1 2,9 9,1 0,0
2,3 12,7 1,0 N.E. 28,8 0,5 12,3 | 10,7
1,3 0,9 3,2 N.E. 19,5 0,0 0,6 0,0
0,9 0,0 21,4 N.E. 0,0 3,7 14,8 0,0
0,1 0,0 3,9 8,8 2,4 43,8 51 0,0
0,0 0,0 0,5 54 0,7 26,0 23,5 0,0
0,0 0,1 0,0 0,4 0,0 0,4 447 8,6
3,1 0,0 0,0 0,0 0,0 24,7 22,5 | 24,3
0,0 2,5 0,0 0,0 0,0 21,6 0,1 9,2
0,0 11,1 0,0 0,1 6,5 0,0 0,0 6,6
0,0 0,0 0,0 10,2 0,2 0,0 1,4 6,8
0,0 15,9 0,0 4,1 0,0 N.E. 0,5 9,7

N.E.: No encontrado

Los valores en verde fueron obtenidos desde la plataforma virtual “sala de lluvias” del
Instituto de Ciencias de la Ingenieria de la universidad de O"Higgins en conjunto con el
CR2.



2.3. Indice de Radiacién Ultravioleta

Tabla A12. indice de radiacion ultravioleta (UV-B) promedio diario de los treinta dias
anteriores a cada muestreo.

Promedio diario del indice de radiacion ultravioleta
V18 | O18 | 118 | P18 | V19 | O19 | 119 | P19
11 4 1 4 12 6 1 4
11 4 1 4 11 3 1 5
11 4 1 4 11 6 1 5
12 3 1 3 10 6 1 5
8 3 1 4 9 5 1 5
10 2 1 4 12 5 1 5
11 2 1 3 11 5 1 5
11 3 1 4 11 5 1 5
11 3 1 4 12 5 1 6
8 2 1 4 7 5 1 6
9 3 1 4 10 5 1 6
12 3 1 4 7 3 1 6
11 1 1 2 11 5 2 6
11 3 2 4 12 4 1 6
12 3 1 4 11 5 1 6
11 3 1 4 11 5 1 7
11 3 1 4 11 4 1 8
11 3 1 6 11 3 1 4
11 3 1 5 10 5 1 7
7 2 2 6 7 5 1 7
12 2 1 3 11 4 2 7
5 2 1 4 10 4 2 7
12 1 1 6 11 4 1 7
10 2 1 5 6 2 1 8
11 2 1 6 11 4 1 7
8 3 1 6 11 2 1 8
11 2 1 6 13 3 2 8
10 2 1 5 11 4 2 7
10 2 1 6 11 3 2 10
11 2 2 6 10 4 2 4




3. ANALISIS ESTADISTICO

Tabla A13. Variacion estacional de la respuesta antioxidante de las especies. Diferencias
estadisticamente significativas entre estaciones consecutivas, e iguales en distinto afio
(p<0,01).

Variacion estacional por especie. ANOVA de una via, test
Bonferroni ajustado a un 99 % de confianza
Ensayo Especie | Diferencia estacional valor P
R.s 118 vs. P18 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001
N.b V18 vs. 018 0,0008
118 vs. 119 0,0001
TPC P18 vs. V19 <0,0001
N.n V18 vs. V19 <0,0001
018 vs. 118 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001
119 vs. P19 0,0015
R.s V18 vs. 018 0,0005
P18 vs. V19 0,0023
TFC N.b V18 vs. 018 0,0002
N.n 018 vs. 118 0,0067
118 vs. 119 0,0007
P18 vs. V19 0,0009
R.s V19 vs. 019 0,0004
N.b 118 vs. P18 <0,0001
DPPH P18 vs. P19 <0,0001
N.n V18 vs. V19 <0,0001
118 vs. 119 0,0079
P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 0,0032
R.s N.s. -
N.b P18 vs. V19 <0,0001
CUPRAC | N.n V18 vs. V19 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001




Tabla Al4. Variacion estacional intraespecie de la respuesta antioxidante. Diferencias
estadisticamente significativas entre estaciones consecutivas, e iguales en distinto afio

(p<0,01).

Variacion estacional intraespecie (por sitio). ANOVA de una via, test Bonferroni
ajustado a un 99% de confianza

Ensayo Especie | Diferencia valor P Especie | Diferencia valor P
estacional estacional
R.sl V18 vs. V19 <0,0001 | N.b3 118 vs. 119 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
118 vs. 119 0,022 P18 vs. P19 0,0007
P18 vs. V19 <0,0001 | N.nl V18 vs. 018 0,0008
P18 vs. P19 <0,0001 V18 vs. V19 <0,0001
TPC V19 vs. 019 <0,0001 118 vs. P18 <0,0001
019 vs. 119 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
119 vs. P19 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
R.s2 018 vs. 118 <0,0001 | N.n2 V18 vs. V19 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001 018 vs. 118 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 118 vs. P18 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
R.s3 V18 vs. V19 0,0078 N.n3 118 vs. P18 <0,0001
118 vs. P18 0,0001 118 vs. 119 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
N.bl V18 vs. 018 <0,0001 119 vs. P19 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 | W.t 018 vs. 118 <0,0001
P18 vs. P19 0,0078 118 vs. P18 <0,0001
N.b2 018 vs. 118 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
118 vs. 119 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001
R.sl V18 vs. 018 <0,0001 | N.b1 V18 vs. 018 <0,0001
018 vs. 118 0,0006 118 vs. P18 0,0016
118 vs. P18 <0,0001 119 vs. P19 0,0092
TFC 118 vs. 119 <0,0001 | N.h2 P18 vs. V19 0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 | N.b3 018 vs. 118 0,0007
P18 vs. P19 <0,0001 118 vs. P18 0,0078
V19 vs. 019 <0,0001 118 vs. 119 <0,0001
119 vs. P19 <0,0001 P18 vs. P19 0,0002
R.s2 V18 vs. 018 <0,0001 | N.nl1 V18 vs. 018 0,0042
V18 vs. V19 <0,0001 118 vs. 119 <0,0001
018 vs. 118 <0,0001 | N.n2 V18 vs. V19 <0,0001
018 vs. 019 0,0075 018 vs. 118 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. V19 0,0075
P18 vs. V19 0,0002 N.n3 118 vs. 119 0,0021
P18 vs. P19 <0,0001 P18 vs. V19 0,0013
019 vs. 119 <0,0001 119 vs. P19 0,0043
R.s3 V18 vs. V19 <0,0001 | W.t 018 vs. 118 <0,0001
118 vs. P18 0,0004 118 vs. P18 <0,0001
118 vs. 119 <0,0001 118 vs. 119 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001




P18 vs. P19 <0,0001
CUPRAC R.sl V18 vs. 018 <0,0001 N.b3 018 vs. 118 <0,0001
V18 vs. V19 <0,0001 118 vs. P18 0,0005
018 vs. 019 <0,0001 118 vs. 119 0,0003
118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001 N.nl V18 vs. 018 <0,0001
V19 vs. 019 <0,0001 118 vs. P18 <0,0001
019 vs. 119 0,0021 118 vs. 119 <0,0001
R.s2 018 vs. 118 0,0006 P18 vs. V19 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
P18 vs. V19 0,0065 119 vs. P19 <0,0001
019 vs. 119 0,0009 N.n2 V18 vs. V19 <0,0001
119 vs. P19 0,0002 018 vs. 118 <0,0001
R.s3 118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
118 vs. 119 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001 N.n3 P18 vs. V19 <0,0001
119 vs. P19 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
N.bl V18 vs. 018 <0,0001 | W.t 018 vs. 118 <0,0001
V18 vs. V19 0,0072 118 vs. P18 <0,0001
018 vs. 118 <0,0001 118 vs. 119 0,0004
P18 vs. V19 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
N.b2 018 vs. 118 <0,0001
118 vs. P18 0,0006
118 vs. 119 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001
DPPH R.sl1 V18 vs. 018 <0,0001 N.b2 018 vs. 118 0,0022
V18 vs. V19 <0,0001 118 vs. P18 <0,0001
018 vs. 118 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
018 vs. 019 <0,0001 N.b3 018 vs. 118 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001 118 vs. P18 <0,0001
118 vs. 119 <0,0001 118 vs. 119 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 119 vs. P19 0,0005
V19 vs. 019 <0,0001
019 vs. 119 <0,0001 N.n1 V18 vs. 018 <0,0001
119 vs. P19 <0,0001 V18 vs. V19 <0,0001
R.s2 V18 vs. V19 <0,0001 118 vs. P18 <0,0001
018 vs. 118 0,0004 118 vs. 119 0,0046
018 vs. 019 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
118 vs. P18 0,0005 P18 vs. P19 0,0001
118 vs. 119 0,0019 119 vs. P19 0,0091
P18 vs. V19 <0,0001 N.n2 V18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001 018 vs. 118 <0,0001
V19 vs. 019 <0,0001 118 vs. P18 <0,0001
019 vs. 119 <0,0001 118 vs. 119 <0,0001
119 vs. P19 <0,0001 P18 vs. V19 <0,0001
R.s3 118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
118 vs. 119 <0,0001 N.n3 118 vs. 119 <0,0001
P18 vs. V19 <0,0001 P18 vs. V19 0,0009




P18 vs. P19 0,0001 P18 vs. P19 <0,0001
119 vs. P19 <0,0001 W.t 018 vs. 118 <0,0001
N.bl V18 vs. 018 <0,0001 118 vs. P18 0,0029
V18 vs. V19 <0,0001 118 vs. 119 <0,0001
118 vs. P18 <0,0001 P18 vs. P19 0,0016
P18 vs. V19 <0,0001
P18 vs. P19 <0,0001

Tabla A15. Comparacion interespecie de la respuesta antioxidante estacional. Diferencias
estadisticamente significativas entre especies en una misma estacion del afio (p<0,01).

Comparacion interespecies. ANOVA de una via, test de Bonferroni ajustado a un 99% de confianza .

Ensayo | Estacion Diferencia valor P Ensayo Estacion Diferencia valor P
interespecie interespecie
TPC V18 R.svs. N.n <0,0001 CUPRAC V18 N.D.S -
018 R.svs. N.b <0,0001 018 R.svs. N.b <0,0001
R.svs. N.n <0,0001 118 R.svs. N.b <0,0001
118 R.svs. N.b <0,0001 R.svs. N.n 0,0047
R.svs. N.n <0,0001 N.b vs. N.n <0,0001
N.b vs. N.n <0,0001 P18 R.svs. N.b <0,0001
P18 N.D.S - R.s vs. N.n 0,0040
V19 N.D.S - V19 N.D.S
119 R.svs. N.b <0,0001 119 R.svs. N.b <0,0001
P19 R.svs. N.b <0,0001 N.b vs. N.n <0,0001
R.svs. N.n <0,0001 P19 R.svs. N.b <0,0001
TFC V18 R.svs. N.b <0,0001 N.b vs. N.n <0,0001
R.svs. N.n <0,0001 DPPH V18 R.svs. N.b 0,0009
N.b vs. N.n <0,0001 R.svs. N.n 0,0007
018 R.svs. N.b <0,0001 018 R.svs. N.b <0,0001
R.svs. N.n <0,0001 R.svs. N.n <0,0001
N.b vs. N.n <0,0001 118 R.svs. N.b <0,0001
118 R.svs. N.b <0,0001 R.svs. N.n <0,0001
R.svs. N.n <0,0001 N.b vs. N.n <0,0001
N.b vs. N.n <0,0001 P18 R.svs. N.b <0,0001
P18 R.svs. N.b <0,0001 R.svs. N.n <0,0001
R.svs. N.n <0,0001 N.b vs. N.n 0,0051
N.b vs. N.n <0,0001 V19 R.svs. N.b <0,0001
V19 R.svs. N.b <0,0001 N.b vs. N.n 0,0002
R.svs. N.n <0,0001 119 R.svs. N.b <0,0001
N.b vs. N.n 0,0014 R.svs. N.n <0,0001




119 R.svs. N.b <0,0001 P19 R.svs. N.b <0,0001
R.svs. N.n <0,0001 R.svs. N.n <0,0001
N.b vs. N.n 0,0001 N.b vs. N.n <0,0001
P19 R.svs. N.b <0,0001
R.svs. N.n <0,0001
N.b vs. N.n <0,0001

Tabla Al16. Comparacion interespecie de la respuesta antioxidante de Weinmannia
trichosperma. Diferencias estadisticamente significativas entre sitios en una misma
estacion del afio (p<0,01).

un 99% de confianza.

Comparacion interespecie. ANOVA de una via, test de Bonferroni ajustado a

Ensayo Estacion Especies valor P
TPC 018 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

118 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

P18 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

V19 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

119 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

P19 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

TFC 018 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

118 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

P18 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. R.s2 0,0001

V19 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

119 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 0,0078




P19 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 >0,9999

DPPH 018 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

118 W.tvs. N.bl 0,3039
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

P18 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

V19 W.tvs. N.bl 0,0234
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

119 W.tvs. N.bl 0,0147
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

P19 W.tvs. N.bl 0,0785
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

CUPRAC 018 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

118 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

P18 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

V19 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

119 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001

P19 W.tvs. N.bl <0,0001
W.tvs. N.nl <0,0001

W.tvs. R.s2 <0,0001




Tabla A17. Comparacion estacional intraespecie de la respuesta antioxidante. Diferencias
estadisticamente significativas entre sitios, de una misma especie y en una misma estacion
del afio (p<0,01).

Comparacion intraespecie. ANOVA de una via, test de Bonferroni ajustado a un 99 % de confianza.

Ensayo Estacion Diferencia por | valor P Estacion Diferencia por sitio | valor P
sitio
TPC V18 R.s1vs. R.s2 0,0024 V19 N.b1 vs. N.b2 0,2652
R.s1vs. R.s3 <0,0001 N.b1 vs. N.b3 <0,0001
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 <0,0001
118 R.s1vs. R.s2 0,2551 119 N.b1 vs. N.b2 0,0015
R.s1vs. R.s3 0,0072 N.b1 vs. N.b3 <0,0001
R.s2 vs. R.s3 0,0002 N.b2 vs. N.b3 0,4505
P18 R.s1vs. R.s2 <0,0001 118 N.n1vs. N.n2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 <0,0001 N.n1vs. N.n3 0,3047
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0005
V19 R.s1vs. R.s2 <0,0001 P18 N.n1vs. N.n2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 0,0001 N.n1vs. N.n3 <0,0001
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0049
119 R.s1 vs. R.s2 <0,0001 118 N.nlvs. N.n2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 0,1550 N.n1 vs. N.n3 0,3047
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0005
P19 R.s1 vs. R.s2 0,0208 V19 N.nlvs. N.n2 0,4057
R.s1vs. R.s3 0,0002 N.n1vs. N.n3 0,0233
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,4694
018 N.b1 vs. N.b2 0,0004 119 N.n1vs. N.n2 0,1130
N.b1 vs. N.b3 0,0133 N.nl vs. N.n3 0,0026
N.b2 vs. N.b3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,2447
118 N.b1 vs. N.b2 0,2502 P19 N.n1vs. N.n2 >0,9999
N.b1 vs. N.b3 >0,9999 N.n1vs. N.n3 >0,9999
N.b2 vs. N.b3 0,2950 N.n2 vs. N.n3 >0,9999
P18 N.b1 vs. N.b2 <0,0001
N.b1 vs. N.b3 0,1758
N.b2 vs. N.b3 <0,0001
TFC V18 R.s1vs. R.s2 0,0146 P18 N.b1 vs. N.b2 0,0093
R.s1vs. R.s3 <0,0001 N.b1 vs. N.b3 0,0206
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 >0,9999
118 R.s1vs. R.s2 0,0012 V19 N.b1 vs. N.b2 0,0003
R.s1 vs. R.s3 0,0464 N.b1 vs. N.b3 0,2125
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 0,0036
P18 R.s1vs. R.s2 0,0009 119 N.bl vs. N.b2 >0,9999
R.s1 vs. R.s3 <0,0001 N.b1 vs. N.b3 0,0047
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 0,0062




V19 R.slvs. R.s2 <0,0001 118 N.n1vs. N.n2 0,0005
R.slvs. R.s3 <0,0001 N.n1vs. N.n3 0,1399

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0128

119 R.s1vs. R.s2 0,1441 V19 N.n1vs. N.n2 0,0111
R.slvs. R.s3 <0,0001 N.n1vs. N.n3 >0,9999

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0177

018 N.b1 vs. N.b2 0,1630 119 N.n1vs. N.n2 0,2180
N.b1 vs. N.b3 0,0408 N.n1vs. N.n3 >0,9999

N.b2 vs. N.b3 0,0015 N.n2 vs. N.n3 0,0701

118 N.b1 vs. N.b2 >0,9999 P19 N.nl1 vs. N.n2 0,8083
N.b1 vs. N.b3 0,1122 N.n1vs. N.n3 0,1022

N.b2 vs. N.b3 0,0386 N.n2 vs. N.n3 0,6585

DPPH V18 R.s1 vs. R.s2 <0,0001 P18 N.bl vs. N.b2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 <0,0001 N.bl vs. N.b3 >0,9999

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 <0,0001

118 R.s1vs. R.s2 0,0005 V19 N.b1 vs. N.b2 0,1511
R.s1vs. R.s3 0,0001 N.bl vs. N.b3 0,0076

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 0,1338

P18 R.s1vs. R.s2 0,0002 119 N.b1 vs. N.b2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 0,0017 N.b1 vs. N.b3 0,0140

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 0,0014

V19 R.s1 vs. R.s2 <0,0001 118 N.nlvs. N.n2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 0,6793 N.n1vs. N.n3 <0,0001

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,1857

119 R.s1 vs. R.s2 <0,0001 P18 N.nlvs. N.n2 <0,0001
R.s1lvs. R.s3 <0,0001 N.nl vs. N.n3 <0,0001

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0006

P18 R.s1vs. R.s2 <0,0001 V19 N.n1vs. N.n2 0,0161
R.slvs. R.s3 0,0119 N.nl vs. N.n3 >(0,9999

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0162

018 N.b1 vs. N.b2 0,0026 119 N.n1vs. N.n2 0,2082
N.b1 vs. N.b3 >0,9999 N.n1vs. N.n3 0,9224

N.b2 vs. N.b3 0,0013 N.n2 vs. N.n3 0,0479

118 N.bl vs. N.b2 0,0014 P19 N.nlvs. N.n2 >0,9999
N.b1 vs. N.b3 <0,0001 N.n1vs. N.n3 0,0109

N.b2 vs. N.b3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0060

CUPRAC V18 R.s1vs. R.s2 0,1312 P18 N.b1 vs. N.b2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 <0,0001 N.bl vs. N.b3 0,0369

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 <0,0001

118 R.s1vs. R.s2 0,0002 V19 N.b1 vs. N.b2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 0,0072 N.bl vs. N.b3 0,0236

R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 <0,0001




P18 R.slvs. R.s2 0,0725 119 N.bl vs. N.b2 <0,0001
R.slvs. R.s3 <0,0001 N.b1 vs. N.b3 <0,0001
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.b2 vs. N.b3 0,0004
V19 R.s1vs. R.s2 <0,0001 P18 N.n1vs. N.n2 <0,0001
R.slvs. R.s3 0,9891 N.n1vs. N.n3 <0,0001
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0002
119 R.s1vs. R.s2 <0,0001 V19 N.n1vs. N.n2 <0,0001
R.s1vs. R.s3 <0,0001 N.n1vs. N.n3 0,0006
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 <0,0001
P19 R.slvs. R.s2 <0,0001 119 N.nl1 vs. N.n2 0,0286
R.s1vs. R.s3 0,0206 N.n1vs. N.n3 0,9180
R.s2 vs. R.s3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0054
018 N.bl vs. N.b2 <0,0001 P19 N.nlvs. N.n2 <0,0001
N.bl vs. N.b3 0,0370 N.nlvs. N.n3 0,1928
N.b2 vs. N.b3 <0,0001 N.n2 vs. N.n3 0,0008
118 N.b1 vs. N.b2 0,0437
N.bl vs. N.b3 0,1317
N.b2 vs. N.b3 >0,9999




4. ANALISIS DE CORRELACIONES.

4.1. Correlacion entre ensayos

Tabla A18. Correlacion de Pearson entre ensayos.

Correlacion de Pearson ajustado a un 95% de confianza

TPC | TPC | TFC | TFC | DPPH | DPPH
(R?) (p) R) | ® | R) | ()
TPCRs - - - - - -
TFCR.s 0,8403 | 0,0014 | - - - -
DPPHRs | 0,2855| 0,1725 | 0,3693 [ 0,1100 | - -
CUPRAC R.s | 0,4455 | 0,0705 | 0,6306 | 0,0186 | 0,6109 | 0,0220
TPCN.b - - - - - -
TFCN.b 0,4565 | 0,0957 | - - - -
DPPHN.b [ 0,0549 | 0,6131 | 0,0606 | 05947 | - -
CUPRAC N.b | 0,9523 | 0,0002 | 0,3580 | 0,1558 | 0,0896 | 0,5143
0,6887 | 0,0209 | - - - -
0,2337 | 0,2717 | 0,0672 | 0,5745 | - -
0,9825 | <0,0001 | 0,6876 | 0,0211 | 0,1806 | 0,3420
TPC W.t - - - - - -
TFCW.t 04509 | 0,1442 | - - - -
DPPHW.t | 0,0276 | 0,7531 | 0,1251 [ 04915 | - -
CUPRAC W.t [ 0,8938 | 0,0044 | 0,7577 | 0,0241 | 0,0667 | 0,6211




4.2. Correlaciones entre los ensayos y las variables ambientales.

Todas las correlaciones de Pearson entre ensayos y variables ambientales se ajustaron a
un 95% de confianza.

Tabla A19. Correlacion de Pearson entre los ensayos de las especies y las temperaturas.

Tmedia Tmedia Tmedia Tmedia Trmedia Tmedia T T T T
5 dias 5 dias 10 dias 10 dias | 30dias | 30 dias Bajas Bajas Altas Altas
(R) () (R () (R) ()] (R) () (R) ()
TPCR.s 0,0162 0,7641 | 0,0002 0,9712 | 0,0052 | 0,8659 | 0,0096 | 0,8179 | 0,0069 | 0,8446
TFCR.s 0,0095 0,8184 | 0,0789 0,5003 | 0,0202 | 0,7373 | 0,0040 | 0,8819 | 0,0674 | 0,5347
DPPHR.s 0,0338 0,6631 | 0,0223 0,7244 | 0,0024 | 0,9074 | 0,0011 | 0,9376 | 0,0015 | 0,9272
CUPRACR.:s | 1,178e-5| 0,9936 | 0,0019 0,9189 | 0,0054 | 0,8624 | 0,0219 | 0,7263 | 0,0001 | 0,9792
TPC N.b 0,4740 | 0,0872 | 0,4702 0,0890 | 0,4564 | 0,0958 | 0,4692 | 0,0895 | 0,5545 | 0,0548
TFCN.b 0,3801 0,1403 | 0,5234 0,0661 | 0,4860 | 0,0817 | 0,4567 | 0,0956 | 0,5204 | 0,0673
DPPH N.b 0,3770 | 0,1424 | 0,2921 0,2104 | 0,2734 | 0,2286 | 0,2184 | 0,2903 | 0,1600 | 0,3739
CUPRACN.b | 0,5288 0,0640 | 0,5371 0,0610 | 0,5154 | 0,0692 | 0,5127 | 0,0703 | 0,6092 | 0,0384
0,0152 0,7923 | 0,0247 0,7364 | 0,0177 | 0,7764 | 0,0280 | 0,7200 | 0,0864 | 0,5223
0,0059 0,8696 | 8,368e-5| 0,9845 | 0,0031 | 0,9060 | 0,0030 | 0,9066 | 0,0049 | 0,8814
0,2708 0,2312 | 0,1507 0,3896 | 0,1620 | 0,3706 | 0,2086 | 0,3029 | 0,1923 | 0,3251
0,0326 0,6986 | 0,0570 0,6060 | 0,0446 | 0,6496 | 0,0570 | 0,6062 | 0,1387 | 0,4106
TPC W.t 0,4049 0,1743 | 0,2031 0,3698 | 0,2707 | 0,2900 | 0,2452 | 0,3179 | 0,0732 | 0,6041
TFC W.t 5,03%-5| 0,9894 | 0,0107 0,8457 | 0,0003 | 0,9740 | 0,0030 | 0,9176 | 0,0738 | 0,6025
DPPH W.t 0,1124 | 0,5160 | 0,1721 0,4135 | 0,1917 | 0,3852 | 0,1558 | 0,4387 | 0,1402 | 0,4646
CUPRACW.t | 0,1746 0,4097 | 0,0628 0,6319 | 0,1084 | 0,5240 | 0,0219 | 0,5706 | 0,0030 | 0,9183
Tabla A20. Correlacion entre los ensayos intraespecie y las temperaturas.
Sitio T media Tmedia Tmedia Tmedia Tmedia Tmedia Bajas Bajas Altas Altas
5 dias 5 dias 10 dias 10 dias 30 dias 30 dias T T T T
(R% (9] (R% (9] (R% (p) (R%) () (R%) (p)
R.sl 0,0008 0,9456 0,0002 0,9749 0,0004 0,9622 1,608e-5 0,9925 0,0112 0,8027
R.s2 0,0909 0,4681 0,0096 0,8178 0,0290 0,6869 0,0305 0,6769 4,17%-5 0,9879
R.s3 0,1050 0,5310 0,1386 0,4673 0,1359 0,4720 0,1536 0,4422 0,2471 0,3158
N.bl 0,7243 0,0152 0,7846 0,0080 0,7681 0,0096 0,7724 0,0092 0,8670 0,0023
8 N.b2 0,1552 0,5116 0,2112 0,4362 0,1419 0,5320 0,1308 0,5497 0,2211 0,4242
| N.b3 0,4055 0,1739 0,4641 0,1362 0,4188 0,1648 0,4145 0,1677 0,5548 0,0893
N.nl 0,0861 0,5231 0,1182 0,4503 0,1076 0,4726 0,1297 0,4274 0,2327 0,2729
N.n2 0,0029 0,9081 0,0038 0,8961 0,0073 0,8551 0,0017 0,9295 0,0036 0,8988
N.n3 0,0382 0,7529 0,0685 0,6706 0,0519 0,7125 0,0548 0,7048 0,1537 0,5139
W.t 0,4049 0,1743 0,2031 0,3698 0,2707 0,2900 0,2452 0,3179 0,0732 0,6041
R.sl 0,0689 0,5299 0,1774 0,2987 0,1251 0,3901 0,1138 0,4139 0,2463 0,2109
R.s2 0,0147 0,7752 0,0220 0,7257 1,520e-5 0,9927 0,0063 0,8522 0,0165 0,7615
Q [Rs3 0,1949 0,4568 0,2188 0,4269 0,2196 0,4260 0,2302 0,4134 0,3172 0,3229
F 'N.b1 0,2598 0,2426 0,3728 0,1453 0,3352 0,1732 0,2934 0,2091 0,2939 0,2087




N.b2 0,3518 0,2918 0,4470 0,2173 0,3472 0,2958 0,3475 0,2955 0,4956 0,1845

N.b3 0,1029 0,5353 0,1896 0,3881 0,1855 0,3938 0,1517 0,4453 0,1757 0,4081

N.nl 0,0120 0,8367 0,0286 0,7487 0,0203 0,7877 0,0120 0,8365 0,0276 0,7531

N.n2 0,01996 0,7626 0,0228 0,7464 0,0332 0,6958 0,0201 0,7619 0,0039 0,8939

N.n3 | 0,01010 0,8722 0,0014 0,9519 0,0039 0,9203 0,0057 0,9039 0,0044 0,9152

W.t 5,039%-5 | 0,9894 0,0107 0,8457 0,0003 0,9740 0,0030 0,9176 0,0738 0,6025

R.sl 0,0435 0,6201 0,0060 0,8551 0,0032 0,8939 0,0009 0,9453 0,0017 0,9226

R.s2 0,1267 0,3868 0,1109 0,4202 0,2061 0,2585 0,3186 0,1450 0,2568 0,1999

Rs3 | 0,02849 0,7492 0,0229 0,7750 0,0127 0,8315 0,0069 0,8755 0,0288 0,7478

N.b1 | 0,3016 0,2017 0,2798 0,2221 0,2549 0,2479 0,1992 0,3154 0,1516 0,3879

= [[N.b2 | 0,0050 0,9104 0,0001 0,9856 0,0001 0,9868 0,0019 0,9450 0,0194 0,8234

Q| Nb3 | 05706 0,0824 0,3265 0,2362 0,3737 0,1972 0,3360 0,2279 0,1809 0,4005

N.nl | 0,5567 0,0541 0,4843 0,0825 0,4959 0,0773 0,5549 0,0547 0,6030 0,0400

N.n2 | 0,1077 0,4723 0,0256 0,7319 0,0339 0,6926 0,0583 0,6019 0,0369 0,6797

N.n3 | 0,3510 0,2925 0,2172 0,4289 0,2101 0,4375 0,2383 0,4041 0,2030 0,4463

W.t 0,1124 0,5160 0,1721 0,4135 0,1917 0,3852 0,1558 0,4387 0,1402 0,4646

R.sl 0,0060 0,8549 0,0044 0,8754 0,0054 0,8621 0,0107 0,8077 0,0304 0,6799

R.s2 0,0509 0,5911 0,0167 0,7602 0,0622 0,5514 0,0962 0,4547 0,0235 0,7170

R.s3 0,2437 0,3197 0,1123 0,5162 0,1238 0,4940 0,1010 0,5392 0,0550 0,6546

O | Nbl | 0,7199 0,0158 0,8305 0,0043 0,8176 0,0052 0,7863 0,0078 0,8588 0,0027

< [N.b2 | 03205 0,3198 0,4112 0,2436 0,3205 0,3198 0,3096 0,3300 0,4540 0,2124

& I N.b3 | 01171 0,5068 0,1420 0,4616 0,1456 0,4554 0,1479 0,4515 0,2246 0,3424

O | Nnl | 0,0686 0,5705 0,1380 0,4120 0,1081 0,4715 0,1081 0,4714 0,2330 0,2726

N.n2 | 0,0006 0,9575 0,0020 0,9245 0,0018 0,9278 0,0002 0,9778 0,0065 0,8632

N.n3 | 0,1634 0,5958 0,2426 0,5074 0,2089 0,5429 0,2114 0,5402 0,3753 0,3874

W.t 0,1746 0,4097 0,0628 0,6319 0,1084 0,5240 0,0869 0,5706 0,0030 0,9183
Tabla A21. Correlacion de Pearson entre los ensayos de las especies y las precipitaciones.

Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua

ac. ac. prom. prom. ac. ac. ac. ac. prom. prom.

5dias | 5dias 5 dias 5 dias 10 dias 10 dias | 30dias | 30dias 30 dias 30 dias

(R?) (9) (R) (9) (R) (p) (R?) (9) (R) (2)

TPCR.s 0,0300 | 0,6817 | 0,0475 | 0,6042 | 0,0023 | 0,9110 | 0,0260 | 0,7032 | 10,0771 | 0,5056

TFCR.s 0,1340 | 0,3725 | 0,1668 | 0,3151 | 0,0213 [ 0,7300 | 0,2850 | 0,1729 | 0,3703 | 0,1094

DPPHRs 0,6854 | 0,0112 | 0,7670 | 0,0044 | 0,4566 | 0,0659 | 0,0123 [ 0,7938 | 0,0053 | 0,8634

CUPRACR.s | 03385 | 0,1303 | 04267 | 0,0790 | 0,1154 | 0,4104 | 0,0156 | 0,7680 | 0,0356 | 0,6544

TPC N.b 0,0413 | 0,6622 | 0,0430 | 06555 | 7,678e-5 | 0,9851 | 0,1877 | 0,3315 | 0,2399 | 0,2645

TFC N.b 0,0560 | 0,6094 | 0,0546 | 06141 | 0,0006 | 0,9593 | 0,6486 | 0,0288 | 0,6654 | 0,0253

DPPH N.b 0,3002 | 0,2029 | 0,2996 | 0,2035 | 0,2586 | 0,2438 | 0,0192 | 0,7668 | 0,0046 | 0,8857

CUPRACN.b | 0,0768 | 0,5474 | 0,0791 | 05412 | 0,0071 | 0,8577 | 0,1007 | 0,4880 | 0,1488 | 0,3927

0,0239 | 0,7406 | 0,0251 | 0,7345 | 0,0952 [ 05008 | 0,0617 [ 05911 | 0,1135 | 0,4600

0,0001 | 0,9820 | 6,951e-5 | 0,9858 | 10,3829 | 0,1385 | 0,1558 | 0,3808 | 0,1869 | 0,3327

0,3362 | 0,1724 | 0,3390 | 0,1702 | 10,2029 | 0,3104 | 0,1339 | 04196 | 0,1247 | 04371

0,0087 | 0,8427 | 0,0094 | 0,8360 | 0,0960 | 0,4989 | 0,0868 | 0,5212 | 0,1524 | 0,3865

TPC Wit 0,0003 | 0,9728 | 0,0003 | 09746 | 0,2289 | 053371 | 0,0478 | 0,6774 | 0,0966 | 0,5488

TFC W.t 0,2204 | 0,3475 | 0,238 | 0,3433 | 0,0002 [ 09774 | 0,286 | 04852 | 0,2018 | 0,3715

DPPH W.t 0,6406 | 0,0558 | 0,6387 | 0,0564 | 0,3356 | 0,2283 | 0,0005 | 0,9673 | 0,0029 | 0,9193

CUPRAC W.t | 0,0344 | 0,7248 | 0,0353 | 0,7214 | 0,0944 | 05536 | 0,0609 | 0,6374 | 0,1246 | 0,4926




Tabla A22. Correlacion entre los ensayos intraespecie y las precipitaciones.

Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua

g | Sitio caida | caida caida caida caida caida caida caida caida caida
g ac. ac. ac. ac. ac. ac. prom. | prom. prom. prom.
L S5dias | 5dias | 10dias | 10dias | 30dias | 30dias | 5dias | 5dias 30dias | 30dias
(R%) () (R?) (p) (R?) (p) (R?) (p) (R?) (p)

R.sl 0,0013 | 0,9319 | 0,0574 | 0,5676 | 0,0359 | 0,6532 | 0,0026 | 0,9044 0,0052 | 0,8658
R.s2 | 5,43e-5 | 0,9862 | 0,0128 | 0,7898 | 0,0041 | 0,8804 | 0,0008 | 0,9470 | 0,0352 0,6563
R.s3 0,0019 | 0,9349 | 0,0570 | 0,6488 | 0,0073 | 0,8726 | 0,0015 | 0,9413 | 0,07347 | 0,6034
N.b1 | 0,0228 | 0,7467 | 0,0634 | 0,5860 | 0,2303 | 0,2758 | 0,0241 | 0,7395 0,2992 | 0,2039

8 N.b2 | 0,1805 | 0,4758 | 0,0530 | 0,7096 | 0,6637 | 0,0931 | 0,1836 | 0,4716 0,6983 | 0,0780
~ | N.b3 | 0,0032 | 0,9149 | 0,0303 | 0,7416 | 0,0181 | 0,7995 | 0,0037 | 0,9083 | 0,04818 | 0,6760
N.n1 | 0,0131 | 0,8068 | 0,0220 | 0,7512 | 0,0311 | 0,7053 | 0,0141 | 0,7997 | 0,08529 | 0,5251
N.n2 | 0,0505 | 0,6282 | 0,1086 | 0,4704 | 0,1162 | 0,4544 | 0,0516 | 0,6241 0,1433 | 0,4023
N.n3 | 0,0074 | 0,8904 | 0,1636 | 0,4994 | 0,0409 | 0,7444 | 0,0081 | 0,8856 1,17e-5 | 0,9956
W.t 0,0003 | 0,9728 | 0,2289 0,3371 | 0,0478 | 0,6774 | 0,0003 | 0,9746 0,0966 | 0,5488
R.sl 0,0016 | 0,9250 | 0,0232 | 0,7186 | 0,1803 | 0,2944 | 0,0055 | 0,8609 0,2980 | 0,1616
R.s2 0,0228 | 0,7209 | 0,0005 | 0,9573 | 0,2853 | 0,1727 | 0,0370 | 0,6479 0,3639 | 0,1134
R.s3 0,0086 | 0,8823 | 0,0676 | 0,6727 | 0,0096 | 0,8751 | 0,0068 | 0,8953 0,0899 | 0,6241
N.b1 | 0,0329 | 0,6973 | 0,0353 | 0,6866 | 0,6783 | 0,0228 | 0,0325 | 0,6990 0,6019 | 0,0403

Q N.b2 | 0,2693 | 0,3703 | 0,0008 | 0,9640 | 0,6682 | 0,0910 | 0,2746 | 0,3647 0,7485 | 0,0582
| N.b3 | 05325 | 0,0997 | 0,4347 | 0,1544 | 0,0466 | 0,6812 | 0,5299 | 0,1010 0,0648 | 0,6265
N.n1 | 0,0949 | 0,5525 | 0,4417 | 0,1499 | 0,1691 | 0,4180 | 0,0941 | 0,5544 0,1649 | 0,4243
N.n2 | 0,0579 | 0,6033 | 0,0658 | 0,5788 | 0,2395 | 0,2649 | 0,0586 | 0,6009 0,2313 | 0,2745
N.n3 | 0,0079 | 0,8870 | 0,5567 | 0,1476 | 0,1950 | 0,4566 | 0,0075 | 0,8898 0,0630 | 0,6837
W.t 0,2204 | 0,3475 | 0,0002 | 0,9774 | 0,1286 | 0,4852 | 0,2238 | 0,3433 0,2018 | 0,3715
R.sl 0,2824 | 0,753 | 0,1204 | 0,3997 | 0,1307 | 0,3789 | 0,3223 | 0,1422 0,0974 | 0,4518
R.s2 0,5622 | 0,0322 | 0,3327 | 0,1344 | 0,1184 | 0,4040 | 0,6589 | 0,0144 0,1261 | 0,3881
R.s3 0,3153 | 0,2462 | 0,0253 | 0,7636 | 0,2457 | 0,3174 | 0,3172 | 0,2445 0,1359 | 0,4721
N.bl | 0,2687 | 0,2333 | 0,5198 | 0,0675 | 0,0045 | 0,8868 | 0,2676 | 0,2344 0,0002 | 0,9789

E N.b2 | 0,0366 | 0,7578 | 3,39%-6 | 0,9977 | 0,3734 | 0,2736 | 0,0350 | 0,7631 0,2169 | 0,4293
& [ N.b3 | 0,0412 | 0,6997 | 0,0548 | 0,6552 | 0,0369 | 0,7155 | 0,0414 | 0,6991 0,0638 | 0,6291
N.n1 | 0,1486 | 0,3931 | 0,1415 | 0,4056 | 0,1410 | 0,4065 | 0,1519 | 0,3874 0,1867 | 0,3330
N.n2 | 0,2523 | 0,2507 | 0,0933 | 0,5054 | 0,1031 | 0,4826 | 0,2536 | 0,2493 0,0743 | 0,5544
N.n3 | 0,5749 | 0,1374 | 0,6876 | 0,0825 | 0,0258 | 0,7963 | 0,5779 | 0,1358 0,0139 | 0,8504
W.t 0,6406 | 0,0558 | 0,3356 | 0,2283 | 0,0005 | 0,9673 | 0,6387 | 0,0564 0,0029 | 0,9193
R.sl 0,0008 | 0,9485 | 0,0012 | 0,9339 | 0,0183 | 0,7493 | 0,0002 | 0,9719 0,0004 | 0,9620
R.s2 0,5798 | 0,0282 | 0,1112 | 0,4196 | 0,0281 | 0,6914 | 0,5783 | 0,0285 0,0095 | 0,8181
R.s3 0,1654 | 0,4236 | 0,0021 | 0,9306 | 0,0621 | 0,6340 | 0,1653 | 0,4238 0,1002 | 0,5409

o | N.b1 | 00071 | 0,8575 | 0,1329 | 0,4214 | 0,0690 | 0,5694 | 0,0077 | 0,8512 0,1172 | 0,4523
é N.b2 | 0,1287 | 0,5533 | 0,0251 | 0,7993 | 0,5081 | 0,1766 | 0,1327 | 0,5466 0,5887 | 0,1300
% N.b3 | 0,0098 | 0,8524 | 0,0649 | 0,6263 | 0,1191 | 0,5029 | 0,0091 | 0,8574 0,0497 | 0,6710
O | N.n1 | 00173 | 0,7788 | 0,0387 | 0,6726 | 0,0242 | 0,7389 | 0,0183 | 0,7722 0,0775 | 0,5454
N.n2 | 0,0041 | 0,8921 | 0,1910 | 0,3268 | 0,1505 | 0,3898 | 0,0037 | 0,8967 0,1765 | 0,3481
N.n3 | 0,0266 | 0,8369 | 0,0359 | 0,8106 | 0,0002 | 0,9877 | 0,0283 | 0,8317 0,0376 | 0,8060
W.t 0,0344 | 0,7248 | 0,0944 | 0,5536 | 0,0609 | 0,6374 | 0,0353 | 0,7214 0,1246 | 0,4926




Tabla A23. Correlacion de Pearson entre los ensayos de las especies y la radiacion UV-

B.

VAV Iuv VAV Iuv Iuv WAV
ac. 5 ac. 5 ac. 10 ac. 10 ac. 30 ac. 30

dias dias dias dias dias dias

(R) (p) (R) (p) (R) (p)
TPCR.s 0,0205 0,7352 0,0211 0,7318 0,0185 | 0,7483
TFCRs 0,2300 0,2291 0,2352 0,2232 0,1998 | 0,2668
DPPH R.s 0,1166 0,4078 0,0927 0,4636 0,0967 | 0,4534
CUPRACR:s 0,1265 0,3873 0,1054 0,4326 0,0788 | 0,5006
TPC N.b 0,5809 0,0464 0,5657 0,0512 0,5926 | 0,0429
TFC N.b 0,7112 0,0171 0,7334 0,0139 0,6380 | 0,0312
DPPH N.b 0,2060 0,3063 0,1988 0,3160 0,2312 | 0,2747
CUPRAC N.b 0,5111 0,0710 0,5047 0,0736 0,5741 | 0,0485
0,0855 0,5246 0,0796 0,5399 0,0843 | 0,5277
0,0498 0,6306 0,0461 0,6439 0,0251 | 0,7342
0,3549 0,1581 0,3128 0,1918 0,3254 | 0,1811
0,1218 0,4430 0,1187 0,4492 0,1248 | 0,4370
TPC W.t 0,1047 0,5316 0,0898 0,5639 0,1085 | 0,5237
TFC W.t 0,0457 0,6843 0,0465 0,6817 0,0637 | 0,6294
DPPH W.t 0,0963 0,5494 0,1059 0,5292 0,0871 | 0,5703
CUPRAC W.t 0,0212 0,7831 0,0166 0,8078 0,0153 | 0,8156

IUV ac.10 dias: indice de radiacion UV-B acumulado durante los diez dias anteriores a cada
muestreo.

IUV ac.30 dias: indice de radiacion UV-B acumulado durante los diez dias anteriores a cada

muestreo.

Tabla A24. Correlacidn entre los ensayos intraespecie y la radiacion UV-B.

o Iuv Iuv Iuv Iuv Iuv UV

= Sitio ac. ac. ac. ac. ac. ac.

2 5dias | 5dias | 10dias | 10 dias | 30 dias | 30 dias

w (R (p) (R | (p) (R% (p)
R.s1 | 7,105e-7 | 0,9984 | 5,275e-5 | 0,9864 | 0,0010 | 0,9397
R.s2 | 0,0245 | 0,7111| 0,0169 | 0,7591 | 0,0114 | 0,8014

8 R.s3 | 0,1200 |0,5012 | 0,1229 | 0,4957 | 0,1536 | 0,4422

~ | N.b1| 0,7403 | 0,0129 | 0,7471 | 0,0121 | 0,8146 | 0,0054
N.b2 | 0,5253 | 0,1660 | 0,5246 | 0,1664 | 0,4367 | 0,2247
N.b3 | 0,3654 | 0,2037 | 0,3578 | 0,2098 | 0,4399 | 0,1510




N.n1| 0,1276 | 0,4315| 0,1275 | 0,4318 | 0,1605 | 0,3731

N.n2 | 0,0487 | 0,6343 | 0,0387 | 0,6723 | 0,0263 | 0,7284

N.n3 | 0,0264 | 0,7942 | 0,0265 | 0,7937 | 0,0555 | 0,7027

W.t 0,1047 | 0,5316 | 0,0898 | 0,5639 | 0,1085 | 0,5237

R.s1 | 0,2180 | 0,2434 | 0,2351 | 0,2233 | 0,2498 | 0,2073

R.s2 | 0,0566 | 05704 | 0,0711 | 0,5234 | 0,0500 | 0,5944

R.s3 | 0,1951 | 0,4565 | 0,1978 | 0,4530 | 0,2277 | 0,4164

N.bl | 05296 | 0,0637 | 0,5528 | 0,0554 | 0,4464 | 0,1009

8 N.b2 | 0,7489 | 0,0581 | 0,7526 | 0,0567 | 0,7003 | 0,0771

— | N.b3| 0,1705 | 0,4158 | 0,1838 | 0,3963 | 0,1465 | 0,4538

N.n1| 0,1214 | 0,4985| 0,1199 | 0,5013 | 0,0708 | 0,6104

N.n2 | 0,0461 | 0,6439 | 0,0354 | 0,6863 | 0,0137 | 0,8023

N.n3 | 0,0174 | 0,8324 | 0,0167 | 0,8361 | 0,0069 | 0,8939

W.t | 0,04568 | 0,6843 | 0,0465 | 0,6817 | 0,0637 | 0,6294

R.s1 | 0,0478 | 0,6029 | 0,0301 | 0,6810 | 0,0405 | 0,6329

R.s2 | 0,0353 | 0,6558 | 0,0464 | 0,6085 | 0,0603 | 0,5579

R.s3 | 1,445e-5 | 0,9943 | 1,209e-5 | 0,9948 | 0,0084 | 0,8631

N.bl1 | 0,1040 | 0,4804 | 0,1099 | 0,4677 | 0,1543 | 0,3834

E N.b2 | 0,1013 | 0,6018 | 0,0947 | 0,6144 | 0,0352 | 0,7626

% N.b3 | 0,2222 | 0,3453 | 0,1926 | 0,3840 | 0,2390 | 0,3251

N.n1 | 05734 | 0,0487 | 0,5492 | 0,0567 | 0,6198 | 0,0356

N.n2 | 0,2053 | 0,3072 | 0,1660 | 0,3643 | 0,1478 | 0,3945

N.n3 | 0,2301 | 0,4135| 0,2030 | 0,4464 | 0,2742 | 0,3651

W.t 0,0963 | 0,5494 | 0,1059 | 0,5292 | 0,0871 | 0,5703

R.s1 | 0,0219 | 0,7266 | 0,0178 | 0,7527 | 0,0245 | 0,7115

R.s2 | 0,0167 | 0,7605| 0,0181 | 0,7511 | 0,0082 | 0,8309

R.s3 | 0,1144 | 0,5120 | 0,0947 | 0,5530 | 0,1079 | 0,5249

o | N.bl1| 05050 | 0,0735| 0,5330 | 0,0625 | 0,6478 | 0,0290

é N.b2 | 0,6653 | 0,0923 | 0,6680 | 0,0911 | 0,6192 | 0,1142

% N.b3 | 0,0167 | 0,8070 | 0,0171 | 0,8049 | 0,0542 | 0,6572

O | N.n1| 0,0883 | 05176 | 0,0963 | 0,4982 | 0,1335 | 0,4203

N.n2 | 0,0814 | 0,5351 | 0,0676 | 0,5734 | 0,0386 | 0,6728

N.n3 | 0,1454 | 0,6187 | 0,1464 | 0,6174 | 0,2110 | 0,5406

W.t 0,0212 | 0,7831 | 0,0166 | 0,8078 | 0,0153 | 0,8156

Tabla A25. Correlacion entre variables ambientales.
T media | T media | Aguaac. | Aguaac. | IlUVac. | UV ac.
30 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias
(R (p) (R?) (p) (R?) (p)
T media 5 dias 0,9511 <0,0001 0,1457 0,3508 0,8027 0,0026
T media 10 dias 0,9676 <0,0001 0,2725 0,1845 0,8634 0,0008
T media 30 dias - - - -

Bajas T 0,9740 <0,0001 0,1890 0,2818 0,7088 0,0087
Altas T 0,9552 <0,0001 0,2715 0,1854 0,7709 0,0041




Agua ac. 5 dias 0,0022 0,9117 | 9,019e-6 | 0,9944 0,03248 0,6693
Agua ac. 10 dias 0,0529 0,5838 0,0226 0,7226 0,1889 0,2818
Agua ac. 30 dias 0,2080 0,2561 - - 0,4532 0,0672
IUV ac. 5 dias 0,6164 0,0210 0,5100 0,0466 0,9529 <0,0001
IUV ac. 10 dias 0,6560 0,0148 0,5381 0,0383 0,9678 <0,0001
IUV ac. 30 dias 0,7890 0,0032 0,4532 0,0672 0,7890 0,0032

Tabla A26. Promedios del contenido de metabolitos secundarios y la capacidad
antioxidante de las especies.

Especie TPC TFC DPPH-1Cso CUPRAC
[mg GAE/g [mg EC/g [ng/ml] [mg GAE/g
dm] + DS dm] + DS + DS dm] + DS
R.s 188,5+40,4 | 2055+51,6 | 938+24,0 | 134,0+ 23,2
N.b 228,0+474 | 369+85 40,1+7,1 186,1 £ 35,4
N.n 219.3+42,1 | 1016+116 | 615+132 | 1474+26,1
W.t 4615+56,9 | 2035+278| 321+17 326,9 +41,3
Tabla A27. Rangos de respuesta de las especies.
Rango de concentracion
Especie TPC TFC DPPH CUPRAC
[mg GAE/gdm] | [mg EC/gdm] | ICso[pg/ml] | [mg GAE/g dm]
R.s 126,2 - 296,8 102,1-303,3 133,9-53,3 100,5-168,4
N.b 99,6-292,3 22,1-53,1 56,3-26,9 79,1-235,3
N.n 141,8-326,9 83,6-123,7 91,6-47,4 104,1-217,1
W.t 388,1-539,6 168,3-238,4 35,2-30,3 269,8-391,6

Tabla A28. Variacion del contenido de metabolitos secundarios y capacidad antioxidante.

Especie ATPC ATFC ADPPH | ACUPRAC
R.s 170,6 201,2 80,6 67,9
N.b 1927 31,0 29,4 156,2
N.n 185,1 40,1 44,2 113,0
W.t 151,5 70,1 4,9 121,8




