REVISTA BOLIVIANA DE QUIMICA Received 09 13 2020 37(5); Nov./Dec. 2020

B s Accepted 12 14 2020
ISSN 0250-5460 Rev. Bol. Quim. Paper edition = ) R
ISSN 2078-3949 Rev. boliv. quim. Electronic edition Published 12 30 2020; DOI:10.34098/2078-3949.37.5.1

Juan C. Pefiaranda et al. RBQ Vol.37, No.5, pp. 210-222, 2020

VARIATION IN CONCENTRATION iiﬁ:;ﬁﬁﬂ % 120
OF FLAVONO'DS AND Published 12 30 2020
CHLOROPHYLL, AND CHANGES ON | o, o7, t:s, . 216222 v oie. 2020
MORPHOLOGY AND FOLIAR 37(5), 210-222, Nov./Dec. 2020
ANATOMY, DUE TO VISIBLE (PAR) Bolivian Journal of Cﬁemistry
RADIATION IN BACCHARIS

LATIFOLIA ;  Revista Boliviana de Quimica

VARIACION EN LA
CONCENTRACION DE FLAVONOIDES S "‘"\
Y CLOROFILA, Y CAMBIOS EN LA | =
MORFOLOGIA Y ANATOMIA FOLIAR,
DEBIDOS A RADIACION VISIBLE
(PAR) O ULTRAVIOLETA (UVA, UVB)
EN BACCHARIS LATIFOLIA

Full original article Peer-reviewed

Juan C. Pefarandal, Gloria C. Rodrigo?, Armando R. Ticona-Bustillos®, Esther
Valenzuela C.1, Silvia Ramos®, Angela San Martin*, Flavio G. Ghezzi®, Giovanna R.
Almanza**

1La Paz Botanical Garden, National Herbarium of Bolivia LPB, Instituto de Ecologia IE, Department of Biology,
Facultad de Ciencias Puras y Naturales FCPN, Universidad Mayor de San Andrés UMSA, P.O. Box 10077,
Calle Andrés Bello s/n, Ciudad Universitaria Cota Cota, phone +59122799459, La Paz, Bolivia, www.umsa.bo

2|nstituto de Biologia Molecular y Biotecnologia IBMB, Department of Biology, Facultad de Ciencias Puras y
Naturales FCPN, Universidad Mayor de San Andrés UMSA, P.O. Box 10077, Calle Andrés Bello s/n, Ciudad
Universitaria Cota Cota, phone +59122799459, La Paz, Bolivia, www.umsa.bo

SInstituto de Investigaciones Fisicas IIF, Department of Physics, Facultad de Ciencias Puras y Naturales FCPN,
Universidad Mayor de San Andrés UMSA, P.O. Box 635, Calle Andrés Bello s/n, Ciudad Universitaria Cota
Cota, phone +59122792999, La Paz, Bolivia, www.umsa.bo

4Laboratory of Bioorganic, Instituto de Investigaciones Quimicas I1Q, Chemical Sciences Department, Facultad

de Ciencias Puras y Naturales FCPN, Universidad Mayor de San Andrés UMSA, P.O. Box 303, Calle Andrés
Bello s/n, Ciudad Universitaria Cota Cota, phone +59122792238, La Paz, Bolivia, www.iig.umsa.bo

Keywords: Baccharis latifolia, UV, PAR, Total flavonoids, Chlorophyll.
Palabras clave: Baccharis latifolia, UV, PAR, Flavonoides totales, Clorofila.

ABSTRACT

Baccharis latifolia is a plant of medicinal and industrial interest with an abundance of flavonoids within its leaves. The
present study focused on identifying the changes in total flavonoids, chlorophyll concentration, plant growth, and leaf
anatomy at different wavelengths (UVA, UVB and PAR) under controlled conditions. Statistical analyzes were carried
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out using nonparametric Kruskal-Wallis and post hoc Bonferroni tests. The results suggest that favorable conditions
for the production of flavonoids occur when exposed to UVB50 treatment (50% UVB with respect to daily solar
radiation), while it is observed that low levels of PAR play an important role in reducing the flavonoids. The
chlorophyll concentration is favored by PAR and UVAS0 treatments; however, it is negatively influenced by UVB100
and UVB150. Vegetative growth does not show strong differences when comparing PAR treatments, however, it does
present better results in relation to treatments that include UVA or UVB radiation. The foliar anatomy shows strong
differences between the treatments and is favored mainly by the UVA100 and UVAL50 treatments, while it is
negatively affected by the UVB100 and UVB150. The observed results show that Baccharis latifolia is a plastic species
that can accommodate various levels of light and wavelength, however, it presents differentiated responses in growth,
physiology and foliar anatomy that affect the concentration of compounds.

*Correspondent author: galmanza@fcpn.edu.bo

RESUMEN

Baccharis latifolia es una planta de interés medicinal e industrial con presencia importante de flavonoides en las hojas.
El presente estudio se centro en identificar los cambios en flavonoides totales, concentracion de clorofilas, crecimiento
de la planta y anatomia foliar bajo diferentes longitudes de onda (UVA, UVB y PAR) en condiciones controladas. Se
realizaron analisis estadisticos utilizando pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis y post hoc Bonferroni. Los
resultados sugieren que mejores condiciones para la generacién de flavonoides se dan bajo el tratamiento UVB50 (50%
de UVB respecto a la radiacién solar diaria), ademas, se observa que bajos niveles de PAR juegan un papel importante
en la reduccion de los mismos. La concentracion de clorofilas se ve favorecida por los tratamientos de PAR y UVA50,
sin embargo, es negativamente influenciada por los tratamientos UVB100 y UVB150. El crecimiento vegetativo no
muestra fuertes diferencias comparando los tratamientos de PAR, sin embargo, si presenta mejores resultados en
relacién a tratamientos que adicionen radiacion UVA o UVB. La anatomia foliar muestra fuertes diferencias entre los
tratamientos y se ve favorecida principalmente por los tratamientos UVA100 y UVA150, en cambio es negativamente
afectada por los tratamientos UVB100 y UVB150. En relacién a nuestros resultados se observa que Baccharis latifolia
es una especie pléstica que puede acomodarse a varios niveles de luz y longitud de onda, sin embargo, presenta
respuestas diferenciadas a nivel de su crecimiento, fisiologia y anatomia foliar que repercuten en la concentracion de
compuestos fendlicos, clorofilas y crecimiento vegetativo.

INTRODUCCION

Baccharis latifolia (Ruiz & Pav.) Pers. (Asteraceae) es un arbusto perenne de valles secos interandinos muy utilizado
en medicina tradicional [1]. Esta especie contiene varios compuestos bioactivos, entre ellos flavonoides, que son
responsables de parte de su actividad antiinflamatoria y de su utilizacion en la industria farmacéutica [2-3]. Existen
reportes que apuntan a una mayor concentracion de flavonoides en época himeda y se argumenta alguna relacién con
caracteristicas meteoroldgicas, suelo y radiacion solar [2-4].

Luz, agua y temperatura son los principales factores abi6ticos para el crecimiento de las plantas [5], de estos tres

factores la luz es fundamental para el crecimiento y normal desenvolvimiento de todas las funciones biol6gicas [6-9]
debido a que se relaciona directamente con fisiologia, bioquimica y procesos morfol6gicos [10-11].
A nivel del metabolismo secundario una respuesta cominmente reportada a la radiacion ultravioleta (UV) es el
aumento en la concentracion de compuestos fendlicos, que se depositan en vacuolas de las células epidérmicas [12-
13]. Ademas, la medicion de clorofilas y carotenoides han demostrado ser Gtiles indicadores para evaluar la tolerancia
a UV [14] esto debido a que la clorofila desempefia un papel crucial en la produccién de foto-asimilados que son
posteriormente utilizados para la construccion de metabolitos secundarios y el crecimiento de la planta [5].

También, la estructura de la hoja influye ampliamente en la capacidad de proteccion UV, observandose en algunos
casos un cambio en el grosor y, en otros casos, formacion de apéndices [15].

Estudios para evaluar el efecto del espectro desde el ultravioleta hasta el infrarrojo se han realizado en varias
especies de plantas con diferentes fines (produccion, determinacion de rutas metabélicas, historia natural), la mayoria
en cultivos y especies con potencial comercial. Existen respuestas morfo-fisiologicas similares en especies aclimatadas
a sol directo con alta concentracion de ultravioleta en contraparte a las que viven en sombra con mayor enriquecimiento
de rojo [16].

Considerando que Baccharis latifolia es una especie econémicamente importante, investigar los efectos que tiene
la radiacion ultravioleta en condiciones controladas sobre la concentracion de flavonoides y clorofilas puede brindar
pautas en la colecta de hojas y produccién en campo. En la presente investigacion se propuso evaluar la aclimatacion
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de plantas de Baccharis latifolia bajo diferentes tratamientos de aclimatacién y posteriormente induccion a estrés UV,
cuantificando el crecimiento vegetativo la produccion de flavonoides, clorofila y cambios en la morfo-anatomia foliar.

EXPERIMENTAL

Material bioldgico

Los individuos de Baccharis latifolia fueron germinados en cajas Petri a 9.25umol/m2s de densidad de flujo fotdnico
(PPFD) y 2ml de agua destilada, posteriormente fueron trasplantados en sustrato estandar con arena, turba y arcilla en
relacion 40:40:30 respectivamente y bajo una concentracion de 92.5umol/m2s (PPFD). De un stock de 50 individuos
se escogieron 28 individuos para la primera fase (7 por tratamiento) y de un segundo stock 100 individuos se escogieron
49 (7 por tratamiento). Los individuos fueron distribuidos segun caracteristicas similares (altura y nimero de hojas)
para los diferentes tratamientos.

Tratamientos de irradiacion

Los tratamientos de irradiacion se dividieron en dos etapas, la aclimatacion de plantas (Fase 1) y posteriormente la
induccion al estrés ultravioleta (Fase 2). Las lamparas utilizadas fueron TL-D 36W/54-765 1SL (400-700 nm) para el
PAR (Radiaciéon Fotosintéticamente Activa), TL-K 40W/10-R UVA (315- 380nm) para UVA y TL 40W/12 RS
SLV/25 (290 - 315nm) para UVB todas de la marca PHILIPS. La caracterizacién se realiz6 con dosimetro Gigahertz-
Optick XD-9501 y medidor PAR LGBQM Hydrofarm.

Tabla 1. Tratamientos fase 1, valores de densidad de flujo de fotones por tratamiento (PPFD), fotoperiodo, nimero de lamparas
utilizadas y porcentaje de radiacién de cada tratamiento respecto a dias nublados en época himeda.

TRATAMIENTO  CARACTERISTICAS FOTOPERIODO umol/m2s2 % RESPECTO AL SOL (DIFUSA)

HORAS/DIA
130 PPFD 8 lamparas blanca 8 130 60
265 PPFD 8 lamparas blanca 12 265 75
400 PPFD 10 I[dmparas blanca 12 400 80
533 PPFD 10 Ildmparas blanca 16 533 110

Tabla 2. Tratamientos fase 2, valores de tipo de UV utilizada (UVA, UVB y Blanca), intensidad del tratamiento (Watt/m?2s),
nimero de ldmparas y porcentaje de radiacion acumulada respecto al sol.

TRATAMIENTO CARACTERISTICAS FOTOPERIODO WATT/M2S % RESPECTO
POR DIA AL SOL
UVAS50 6 lamparas UVA / 8 lamparas blanca 12/12 0.931 50
UVA100 4 lamparas UVA / 8 lamparas blanca 12/12 1.976 100
UVA150 2 ldamparas UVA / 8 lamparas blanca 12/12 2.928 150
uUVvB50 2 ldmparas UVB / 8 ldmparas blanca 2/12 2.912 50
uUVvB100 2 ldamparas UVB / 8 ldmparas blanca 4/12 2.912 100
UVvB150 2 ldmparas UVB / 8 lamparas blanca 6/12 2.912 150
LUZ BLANCA 8 lamparas blanca 12 0.01 75

Para la experimentacién de la fase 1 se armaron cuatro tratamientos de luz blanca donde se varid el nimero de
lamparas y las horas luz con el fin de simular horas acumuladas de radiacién solar (tabla 1). EI experimento tuvo una
duracién de tres meses y se detuvo al observar reduccion en la vitalidad de las plantas.

Una vez terminado el proceso de aclimatacion y determinada la mejor concentracion de luz blanca para el desarrollo
de las plantas, se procedi6 a instalar la fase 2, con tres tratamientos por cada radiacion ultravioleta (UVA y UVB) y un
tratamiento control con luz blanca derivada del tratamiento 265 PPFD del anterior ensayo (tabla 2). La experimentacion
en esta fase duro dos meses y se detuvo al observar perdida de vitalidad en el tratamiento UVB150.

Ambas experimentaciones contaron con 7 individuos por tratamiento. El régimen de riego, temperatura, humedad, pH
de suelo, conductividad suelo y control de plagas fue similar para todos los tratamientos.

Crecimiento de las plantas
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En la fase 1 se realiz6 la medicion del nimero de hojas y la altura del tallo cada tres semanas conjuntamente con la
extraccién de material foliar para la cuantificacion quimica y para los estudios histolégicos. En la fase 2 solamente se
cuantifico la altura y el nimero de hojas inicial y final con el fin de no mover las plantas dentro del tratamiento.
Ademas, se cuantificd la biomasa de cada planta extrayendo los tallos y hojas y secandolos a 500C para su posterior
pesaje.

Area foliar

Para la fase 2 se realizd la medicién del area foliar de 3 hojas por planta, se procedi6 a sacar una fotografia con escala
y posteriormente el analisis de imagen con imagen J.

Morfo anatomia foliar

Para ambas fases se extrajeron tres hojas por planta, de cada hoja se realizé un corte transversal en posicion media.
Los cortes se realizaron con ayuda de microtomo semiautomatico y para endurecer la lamina foliar se utilizaron
tratamientos de deshidratacién con diferentes concentraciones de alcohol. Los cortes se montaron en porta objetos con
balsamo de Canada para preservar la estructura y fueron medidos en microscopio a escala. Para obtener la relacién
PE/PL se realiz6 la division del parénquima en empalizada (PE) entre el parénquima lagunar (PL).

Concentracion de clorofilas (Ch)

La extraccion de clorofila se realiz6 a partir de 0.5g de hoja, triturada en mortero con ayuda de nitrégeno liquido. Se
extrajeron los pigmentos con 10 ml de etanol de 960 y se centrifugd a 10 000 rpm por 15 minutos, se recuper6 0.5 mi
del sobrenadante y se aforé a 5ml con etanol al 96 %. Posteriormente se procedié a la lectura en espectrofotometro
visible a 646 y 663 nm, en muestras por triplicado. Para realizar el calculo de clorofila A (ChA) y clorofila B (ChB)
se utilizaron las ecuaciones de Sumanta [17].

Obtencion de extractos para cuantificacion de flavonoides

Las hojas colectadas fueron secadas a temperatura ambiente, trituradas de forma manual y depositadas en frascos para
la obtencidn de extractos. La extraccidn se realiz por maceracion con etanol de 96°, previamente destilado, durante
15 min a temperatura ambiente. Los extractos fueron filtrados y concentrados hasta sequedad por rotaevaporacion para
ser guardados a temperatura ambiente en lugares secos y oscuros hasta su uso [18].

Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales en extractos se utiliz6 el método colorimétrico por quelacién con AICI3
[19]. Como flavonoide estandar se utiliz6 la Luteolina [20]. Se colocaron 0.5 ml de muestra con 1.5 ml de etanol
destilado 96°, a los cuales se adicioné 2.8 ml de agua destilada, 0.1 ml de 10% de solucion de AICI3 (m/v), y 0.1 mi
de 1 mol/L de solucién de acetato de potasio, causando la formacion de un complejo amarillo intenso. La solucién se
incub6 durante 30 a 40 min y finalmente se realiz6 un analisis espectral a 406 nm [21].

Analisis estadistico

Los datos de las variables analizadas fueron sometidos a un andlisis de homogeneidad de varianzas Levene donde
algunas de las variables mostraron significancia motivo por el cual se escogid el analisis de varianza no paramétrico
Kruskal-Wallis. Los analisis post hoc consintieron en pruebas Bonferroni, donde se compararon las medias de las
variables que mostraron diferencias significativas. La unidad experimental para cada una de las variables estuvo
conformada por cada planta, con 7 repeticiones. Para el andlisis de cada una de las variables, los datos promedios de
las unidades muéstrales se evaluaron mediante SPSS STATICIS 25 con un nivel de significancia de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Fase 1 Condiciones de aclimatacién

Las plantas de Baccharis latifolia responden de manera diferente en relacion a la elongacion del tallo, los valores mas
bajos a las 12 semanas se observan a 400 PPFD (0.95 cm) y los més altos a 533 PPPFD (2.45 cm) (tabla 3). EI nimero
de hojas presento los valores mas altos a 130 PPFD (41 hojas) y los mas bajos a 265 PPFD (19 hojas) (tabla 3). Esto
muestra que bajas concentraciones de luz blanca disminuyen el crecimiento del tallo e incrementan el nimero de hojas.
Respecto a la morfo anatomia foliar se observa una relacion menor a 1 entre el PE/PL, siendo la mas cercana el
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tratamiento 533 PPFD con 0.90 (tabla 3). Los analisis estadisticos no mostraron diferencias significativas para las
variables de crecimiento ni para las variables de anatomia foliar (tabla 4).

Otros estudios [22] mostraron que la detencién en la iniciacion de la hoja bajo oscuridad podria ser debida a la
falta de energia, pero también es posible que la luz actie como una sefial ambiental de la iniciacién de la hoja, motivo
por el cual bajas concentraciones de luz no promuevan el desarrollo apical. Por otro lado, las respuestas a bajos niveles
de luz en relacién al nimero de hojas son de dos tipos. A) Mayor aparicion de hojas [23-24] y/o B) Aumento del area
foliar, para compensar las tasas fotosintéticas por unidad de area [25]. Respecto al cambio en la anatomia foliar, la
reduccion de la relacion PE/PL en los tratamientos de baja intensidad luminica, se debe a que las células del PL son
més eficientes en la captacion de luz difusa, por ende, la relacién PE/PL<1 es ventajosa en ambientes de baja
concentracion de luz como un mecanismo de defensa [16].

Tabla 3. Valores de los promedios y desviacion estandar de las variables, altura de la planta, nimero de hojas y relacién
parénquima en empalizada / parénquima lagunar (PE/PL) de los tratamientos 133 — 533 PPFD a las 12 semanas.

TRATAMIENTOS ALTURA (CM) NUM. HOJAS PE/PL
130 PPFD 1.75+/-0.3 41 +/-5 0.88 +/-0.03
265 PPFD 2.2+/-0.2 19 +/-4 0.81 +/-0.02
400 PPFD 0.95 +/-0.15 32+/-5 0.89 +/- 0.05
533 PPFD 2.45+/-0.3 21+/-5 0.90 +/-0.07
0.8 05
A W 130 PPFD B 130 PPFD
= . [EEE
T [ s33PPFD
. 0.4 ] " . i
: & :
3 o 02
E 0.0 1 2
B = ] T
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Figura 1. Concentracién de ChA (A) y ChB (B) por extraccion etanélica cada tres semanas de los tratamientos 130 a 533 PPFD.
La concentracion se calcul6 de la resta de los parametros final vs inicial de cada muestreo.

La concentracion de clorofilas presenta un cambio significativo (tabla 4) en relacion a los tratamientos planteados
(ChA H =20.36, sig= <0.01; ChB H = 18.87, sig= <0.01 y ChA/ChB H = 8.14, sig = 0.04). El tratamiento a 400 PPFD
exhibi6 el mayor incremento en concentracion de ChA =1.78 umol/ml y ChB = 1.09 umol/ml, en cambio el tratamiento
a 533 PPFD mostro los valores mas bajos de ChA = -0.97 pmol/ml y ChB = 0.13 pmol/ml, los valores negativos se
presentan debido a que se utilizé la diferencia entre el valor final y el valor inicial (figura 1). Las pruebas post hoc
muestran que el tratamiento mas diferenciado es el de 533 PPFD (tabla 5), resultado que también se puede observar en
la figura 1, donde la concentracion de ChA disminuye a medida que trascurre el tiempo de experimentacion, la
concentracion de ChB disminuye hasta la tercera semana. Este comportamiento se puede deber al estrés fotoxidativo
[25-27], limitando la fotosintesis por la foto inhibicion. Altos niveles de luz derivaran a corto plazo en foto inhibicion
breve y a largo plazo en estrés oxidativo y destruccion del aparato fotosintético. Por otro lado, concentraciones altas
de clorofila B en plantas sometidas a condiciones de baja radiacion son un mecanismo de adaptacion para permitir
mayor eficiencia de absorcion con menor intensidad luminica asegurando la tasa fotosintética [28] y la transferencia
de hojas de sombra a sol disminuyen el contenido de Chl A por el aumento de la densidad luminica [29] como se
observa entre los tratamientos de 130 a 533 PPFD.

Respecto a la concentracién de flavonoides no se presentd diferencias significativas al finalizar la
experimentacion, los tratamientos 130, 265, 400 y 533 PPFD mostraron un decremento de la concentracion respecto
al tiempo de experimentacidn, unicamente el tratamiento 533 PPFD mostro un leve incremento en la concentracion de
flavonoides (1.3mg/g) hasta la sexta semana (figura 2), este incremento puede ser producido como un mecanismo de
defensa para asegurar la funcionalidad en las hojas, por el contrario, bajas concentraciones de luz disminuyen la
concentracion de flavonoides [30].
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Analizando la Gltima semana de experimentacion (figura 3) se observa que la concentracion de luz tiene relacion
directa con la concentracidon de flavonoides de manera lineal Y= 0.00488x - 17.99 (R2 de 0.91), donde existiria menor
concentracion de flavonoides a menor concentracion de Luz. Estos resultados son comparables con otros estudios
donde se indica que la produccién de flavonoides es favorecida por altos niveles de radiacién solar y disminuyen si no
existe el estimulo adecuado [31-35].

N 130 PPFD
— [ 265 PPFD

5 = i _
N 400 PPFD

24 [ 533 PPFD

ol

54

_8 |

|

mg Flavonoides / g Planta

-16 t t T
12 Semana

3 Semana 6 Semana 9 Semana
Tiempo (Semanas)

Figura 2. Concentracion de flavonoides totales por extraccion etandlica en relacién a los tratamientos comparados y el tiempo
de exposicion. Los datos se calcularon a partir de la resta concentracion final vs concentracion inicial de cada muestreo.

Y= 0.00488x - 17.99
R’=0.91

mg flavonoide / g planta

-14 T T T T
100 200 300 400 500 600

PPFD pmol s-' m?
Figura 3. Dispersion de datos de la concentracion de flavonoides respecto a los tratamientos de luz. Los datos se
calcularon a partir de la resta concentracion final vs concentracion inicial a las 12 semanas de experimentacion.

Tabla 4. Prueba Kruskal — Wallis en relacion a las variables de respuesta fase 1, se observa diferencias significativas al 0.05 de
confianza en las variables ChA (<0.01), ChB (<0.01) y ChA/ChB (0.04).

RESPUESTAS VARIABLE H GL SIG. ASINTOTICA

QuiMICAS Flavonoides totales 597 3 0.11
ChA 2036 3 <0.01*

ChB 18.87 3 <0.01*

ChA/ChB 8.14 3 0.04*

MORFOLOGICAS | Altura del tallo 754 3 0.06
Numero de hojas 3.82 3 0.28

ANATOMICAS PE/PL 2.87 3 0.41
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Tabla 5. Pruebas post-hoc Bonferroni en relacion a las variables significativas de la fase 1 la 0.05 de nivel de confianza, se
observa diferencias de la clorofila A entre los tratamientos 265 y 400 con el tratamiento 533, ademas la clorofila B muestra
diferencias significativas entre 130, 265, 400 y el tratamiento 533. Respecto a la ChA/ChB se observa diferencias significativas
Gnicamente entre el tratamiento 130 y 265.

37(5); Nov./Dec. 2020

VARIABLE TRATAMIENTOS ESTADISTICO DE P. VALOR
CONTRASTE
ChA 265-533 17.76 <0.01*
ChA 400-533 20.37 <0.01*
ChB 130-533 13.87 <0.01*
ChB 265-533 14.21 <0.01*
ChB 400-533 21 <0.01*
ChA/ChB 130 - 265 -11 0.02*

Fase 2 Exposicion a estrés ultravioleta

Los resultados muestran que existe un cambio en el crecimiento de la planta respecto a la radiacion ultravioleta. El
namero de hojas muestra diferencias significativas (H = 16.94, sig. = <0.01) respecto al control luz blanca, siendo el
tratamiento UVASO0 el que presenta la mayor variacion segin las pruebas post hoc (tabla 6, 8 y 9). El crecimiento del
tallo también muestra diferencias significativas respecto al control (H = 41.22, sig. = <0.01), siendo el UVA50 el mas
cercano al control (44 y 41.86 cm respectivamente) (tabla 6 y 8). Los analisis post hoc muestran que el tratamiento
UVB50 es el que presenta los valores mas bajos (24 cm), seguido de UVA100 (28.42 cm) y UVB 150 (25.14 cm)
(tabla 6, 8 y 9). En relacion a la biomasa la UVB 50 y la UVAL100 muestran valores similares al control (8.03, 7.24 y
7.81Kg respectivamente) y todos los demas tratamientos muestran una reduccion (tabla 6), sin embargo, las diferencias
no son significativas (Tabla 8). El indice de area foliar no presenta diferencias significativas (tabla 8), los valores més
bajos se presentan en el tratamiento UVB100 (36.31) y UVB50 (38.92) respecto al control (45.23) (tabla 6). Respuestas
en el crecimiento y rasgos morfoldgicos de las hojas como la reduccion del area foliar por UVB podrian ser explicados
por la inhibicion de la division celular, y el UVA por el aumento del meséfilo (tabla 7) [36]. Ademas, dosis bajas de
radiacion UVB y blanca pueden incrementar el crecimiento vegetativo en relacion a la biomasa fresca y seca, si bien
la UVB puede afectar negativamente el crecimiento de la planta bajas concentraciones pueden promover respuestas de
defensa [37].

La anatomia foliar muestra diferencias significativas en todas las variables de respuesta (Mesofilo H = 37.47, sig.
= <0.01; E. adaxial H = 26.02, sig. = <0.01; E. abaxial H = 22.63 sig. = <0.01; PE H = 36.43, sig. = <0.01; PL H =
31.53, sig. =<0.01) excepto larelacion PE/PL (tabla 8). Se observa que la UVA150 y UVA100 favorecen al desarrollo
de la hoja y sus tejidos (tabla 7 y 9) mostrando un aumento proporcional en el meséfilo (0.51 y 0.42 um), E. adaxial
(0.03 y 0.03 um), E. abaxial (0.03 y 0.03 um), PE (0.19 y 0.17 um) y PL (0.25 y 0.18 um) en relacion a el control luz
blanca (meséfilo = 0.36 um, E. adaxial = 0.02 pm, E abaxial = 0.02 um, PE = 0.14 pm y PL = 0.17 um) (tabla 7 y 9).
Los valores mas bajos se observan en los tratamientos UVB150 y UVB100 (Mesdéfilo = 0.18 y 0.25 um, E. adaxial =
0.01 y 0.01 pum, E. abaxial = 0.01 y 0.01 pm, PE = 0.07 —y0.01 pm, PL = 0.09 y 0.019 pm) mostrando que el UVB
afecta a la formacion de tejidos (tabla 7 y 9).

Tabla 6. Valores de los promedios y desviacion estandar de las variables de crecimiento, Biomasa, indice de Area foliar altura
de planta y nimero de hojas de los tratamientos UVA, UVB y control blanco a las 8 semanas.

TRATAMIENTO BIOMASA (KG) iNDICE DE AREA ALTURA (CM) NUM. HOJAS
FOLIAR
Blanca 7.81 +/-2.05 45.23 +/- 2.67 44.00 +/-7.37 90 +/- 31.68
UVA150 4.78+/-2.21 42.04 +/-5.31 33.57 +/-4.92 54 +/-11.21
UVA100 7.24 +/-2.98 40.54 +/- 3.00 28.42 +/- 8.17 56 +/- 7.56
UVAS50 6.37 +/- 3.18 42.85 +/-2.52 41.86 +/-11.36 58 +/- 16.86
UVB150 4.92 +/- 2.69 42.83 +/-2.52 25.28 +/-2.23 57+/-18.93
UVvB100 5.13+/- 2.74 36.31 +/- 8.53 25.14 +/- 5.54 60 +/-21.83
UVvB50 8.03 +/-2.72 38.2 +/-15.22 24.00 +/- 4.31 56 +/- 19.96
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Tabla 7. Valores de los promedios y desviacion estandar de las variables de anatomia foliar, ancho de meséfilo, ancho de
epidermis adaxial, ancho de epidermis abaxial, parénquima en empalizada (PE), parénquima lagunar (PL) y relacion
parénquima en empalizada / parénquima lagunar (PE/PL) de los tratamientos UVA, UVB y control blanco a las 8 semanas.

MESOFILO E. ADAXIAL E. ABAXIAL PE (UM) PL (uM) PE/PL
(kM) (kM) (rM)
UVB150 0.18+/-0.04 0.01+/-0.004  0.01+/-0.005  0.07+/-0.01 0.09+/-0.02  0.79 +/-0.1
UVB100 0.25+/-0.02 0.01+/-0.009  0.01+/-0.007 0.01+/-0.01 0.12+/-0.01  0.83+/-0.1
UVB50 0.32+/-0.01 0.01+/-0.001  0.02+/-0.005  0.12+/-0.01 0.15+/-0.01 0.76 +/-0.08
UVA50 0.35+/-0.01 0.01+/-0.007 0.02+/-0.004 0.12+/-0.008  0.15+/-0.02  0.93+/-0.1
UVA100 0.42+/-0.02 0.03+/-0.005  0.03+/-0.004  0.17+/-0.02 0.18+/-0.02  0.98 +/-0.2
UVA150 0.51+/-0.02 0.03+/-0.007 0.03+/-0.008 0.19+/-0.02 0.25+/-0.02  0.81+/-0.2
BLANCA 0.36+/-0.1 0.02+/-0.009  0.02+/-0.008  0.14+/-0.04 0.17+/-0.05  0.86+/-0.1

La plasticidad fenotipica observada en la respuesta a estrés ultravioleta por parte de Baccharis latifolia es
consistente con algunas respuestas de otras especies a esta longitud de onda [38]. EI ancho de mesdfilo en varios
genotipos de plantas, también aumenta cuando se somete a alta intensidad de luz, inducido principalmente por el mayor
engrosamiento PE y PL, debido a la mayor elongacidn celular, ya que el nimero de capas en estos tejidos permanecen
constantes [38]. Por otro lado, el aumento en el grosor de la lamina foliar puede disminuir los efectos foto oxidativos,
aumentando el area de disipacion de energia, efecto que es promovido por la UVA [39]. Sin embargo, la radiacién
UVB y su concentracion puede inducir negativamente en la diferenciacion foliar y adelantar procesos de senescencia
a través de la modificacion de la estructura de la hoja [40-41].

Los resultados para la concentracion de clorofilas muestran diferencias significativas en UVA y UVB respecto al
tratamiento control (ChA H = 29.75, sig. = <0.01 y ChB = 27.33, sig. = <0.01) (tabla 8). El tratamiento en el que se
observa mayor concentracion de ChA 'y ChB es el UVAS50 (5.95 umol/ml ChA y 2.13 umol/ml ChB), en cambio los
tratamientos UVB100 y UVB150 (3.06 umol/ml ChA, 0.69 umol/ml ChB y 3.32 umol/ml ChA, 1.07 umol/ml ChB
respectivamente) muestran disminucién de la ChA en relacién a la luz blanca (4.98 umol/ml ChA y 1.38 umol/ml ChB)
(figura 4, tabla 8 y 9).

La disminucion de clorofilas en los tratamientos UVB150 y UVB100 comparados con el control luz blanca y los
otros tratamientos puede ser explicada debido a que las moléculas de clorofila son susceptibles a dafios por fotoxidacién
causados por irradiaciones de alta intensidad como la UVB [42]. En cambio, bajas concentraciones de luz (UVA50)
estimulan mecanismos para aumentar la densidad de pigmentos [43-44]. Ademaés, la concentracion de clorofilas parece
no ser afectada en periodos cortos de irradiacion, pero en exposicion continua a radiaciones UVB100 y UVB150, como
en nuestro disefio, causa una disminucion de ChA - ChB, y puede estar relacionada a lesiones en los tilacoides [45].
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Figura 4. Concentracién de ChA (A) y ChB (B) por extraccion etanélica a las 8 semanas de los tratamientos A) UVA, B) UVB 'y
control luz blanca. La ChA se muestra en columnas negras y la ChB en columnas blancas.
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Figura 5. Concentracion de flavonoides totales por extraccién etanélica en relacion a los tratamientos UVA, UVB y Blanca
comparados a las 8 semanas.

Los resultados respecto a la concentracion de flavonoides muestran diferencias significativas (H = 2.73, sig. = 0.04),
se observa una mayor concentracion en el tratamiento UVB50 (60.01 mg/g) en comparacion de del control (46.13
mg/g), sugiriendo que bajos niveles de UVB favorecen a la concentracion de flavonoides (figura 5, tabla 8 y 9), los
demas tratamientos muestran resultados similares entre ellos (figura 5, tabla 9) siendo el tratamiento UVA150 el que
presenta menor concentracién (42.42 mg/g). Exposiciones prolongadas a altos niveles de luz pueden aumentar la
concentracion de flavonoides independientemente de las longitudes de onda [46-47]. Ademas, existe acumulacién de
flavonoides en relacién al PAR, UVA o UVB diferenciadas, variar las longitudes de onda estimula diferentes
flavonoides como por ejemplo el kaempferol es estimulado por el PAR y bajas dosis de UVA, en cambio la quercetina
es estimulada por UVB y UVA, siendo asi que la concentracién de flavonoides totales puede ser similar, pero con
diferentes composiciones [48-49]. Nuestros resultados también muestran que bajas dosis de UV pueden activar la
sintesis flavonoides y acumularlos, en cambio dosis més altas de UV posiblemente pueden activar su utilizacién en la
planta y reducir la concentracion de los mismos, sin embargo, no muestran una tendencia lineal en UVB (y=73.86 —
0.15x; R2 = 0.67) 0 UVA (y=60.97 -0.16x; R2 = 0.79).

Respecto al analisis de variables conjuntas el tratamiento UVB50 muestra la mayor concentracion de flavonoides,
una favorable concentracién de clorofilas y valores cercanos al control en la formacion de tejidos foliares (figuras 4 y
5, tablas 7 y 9), sin embargo, muestra valores bajos respecto al crecimiento vegetativo (tabla 6 y 9). A demés de las
diferencias entre el control y los tratamientos UV, ese observa que existen diferencias entre ambos tipos de longitud
de onda UVA y UVB, la tabla 9 muestra que la UVA favorece positivamente a la concentracion de clorofilas y las
variables de anatomia foliar en comparacion de la UVB. La UV induce cambios en la expresion genética, actividad
enzimatica, morfologia y fisiologia de la planta, ademas, la regulacion de defensas antioxidantes en plantas puede ser
detectada bajo muy baja radiacién UV, promoviendo la formacion de flavonoides a bajas concentraciones [15-47].
Asimismo, la disminucion de pigmentos y el area foliar son respuesta identificadas en varias especies de plantas
principalmente a radiacion UVB de altas concentraciones [50-53] y pueden afectar a la fotosintesis entre un 3 a 90%
implicando otros efectos sobre la produccion de otras moléculas al interferir el sistema de generacion de energia de la
planta [54].

Comparando todos los resultados obtenidos en este estudio se puede sugerir que las plantas de Baccharis latifolia
presentarian mejores caracteristicas de crecimiento y produccién de compuestos quimicos en bajos niveles de UV y
valores altos de luz blanca. Estos resultados se pueden comparar con estudios realizados en campo [2-4], donde en
época himeda, existen 80% de dias con radiaciéon difusa (UV atenuada) y bajos valores de estrés ambiental
principalmente relacionado a la humedad relativa y la humedad del suelo. La variacion entre dias nublados y
despejados en época himeda podria tener algn papel en el aumento de flavonoides reportado para la planta por otros
estudios.
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Tabla 8. Prueba Kruskal — Wallis en relacion a las variables de respuesta fase 2, se observa diferencias significativas en las
variables quimicas Clorofila A (ChA) (<0.01), Clorofila B (ChB) (<0.01), Flavonoides totales (0.04); en las variables de
crecimiento altura de la planta (<0.01), Ndmero de hojas (<0.01); y variables anatémicas ancho de meséfilo (<0.01), ancho de
epidermis adaxial (<0.01), ancho de epidermis abaxial (<0.01), parénquima en empalizada (<0.01) y parénquima lagunar

(<0.01).
RESPUESTAS VARIABLE H DE KRUSKAL-WALLIS GL SIG. ASINTOTICA
QuimicAas ChA 29.75 6 <0.01*
ChB 27.33 6 <0.01*
ChA/ChB 23.98 6 <0.01*
Flavonoides totales 12.73 6 0.04*
MORFOLOGICAS | Altura 41.22 6 <0.01*
Numero de hojas 16.94 6 <0.01*
Biomasa 0.32 6 0.99
Area Foliar 9.43 6 0.15
ANATOMICAS Meséfilo 37.47 6 <0.01*
E. adaxial 26.02 6 <0.01*
E. abaxial 22.63 6 <0.01*
PE 36.43 6 <0.01*
PL 31.53 6 <0.01*
Relacién PE/PL 7.81 6 0.25

Tabla 9. Pruebas post-hoc Bonferroni en relacion a las variables significativas de la fase 2 al 0.05 de nivel de confianza.

VARIABLE TRATAMIENTOS ESTADISTICO P. VALOR VARIABLE TRATAMIENTOS ESTADISTICO P. VALOR
F.TOTALES | Blanca—UVB50 -14.28 <0.01 UVA50 —UVA100  20.27 <0.01
UVAS50 — UVB50 -14.58 <0.01 UVA100-UVB50  22.65 <0.01
Blanca — UVB150 22.5 <0.01 UVA100 - UVB100 21.71 <0.01
UVA50 — UVB100 29.57 <0.01 UVA100 - UVB150  29.75 <0.01
cna | UVASO-UVBI50 33 <0.01 B AR UVA150 - UVB150 27.5 <0.01
UVA100-UVB100  21.79 <0.01 Blanca — UVB150 15.14 0.04
UVA100-UVB150  25.21 <0.01 UVA50 —UVA150  16.21 <0.01
UVA150-UVB150  20.71 <0.01 UVA100-UVB100 19.38 0.01
UVB50 — UVA150 -23.14 <0.01 UVA100 - UVA150 27.21 <0.01
UVA50 — UVB100 20.07 <0.01 UVA150 - UVB100 21.36 <0.01
UVAS50 — UVB150 23.93 <0.01 UVA150 - UVB150  29.21 <0.01
CHB | UVA100-UVB100  22.71 <0.01 Blanca—UVA150  -16 0.03
UVA100-UVB150  26.57 <0.01 Blanca — UVB150 21.35 <0.01
UVA150-UVB100  25.43 <0.01 UVA50-UVB150  22.26 <0.01
UVA150-UVB150  29.27 <0.01 p.EmPALIZADA | UVA100—UVB50  17.61 0.02
Blanca — UVA150 -25.21 <0.01 UVA100 - UVB100  23.88 <0.01
CHA/CHB | JyA100 — UVAS0 -22.29 <0.01 UVA100-UVB150 31.71 <0.01
UVA150 — UVB50 30.43 <0.01 UVA150-UVB50  23.25 <0.01
UVA150 —UVB150  -24.29 <0.01 UVA150 - UVB100  29.5 <0.01
ALTURADE | Blanca — UVA100 23.43 <0.01 UVA150 - UVB150  37.36 <0.01
LAPLANTA | yVA100 - UVB150 24.43 <0.01 Blanca — UVA150 -17.71 0.02
UVB50 — UVB150 19.79 <0.01 Blanca — UVB150 19.88 <0.01
N.HOJAS | Blanca — UVA50 25.64 <0.01 o, LAGUNAR UVAS0-UVB150  18.71 0.01
BLANCA —UVB150  20.57 <0.01 ) UVA100-UVB100 18.21 0.01
UVAS50 — UVB150 22.71 <0.01 UVA100 - UVB150  26.36 <0.01
MESGFILO UVA50 — UVB150 16.21 <0.01 UVA150-UVB50  16.37 0.034
UVA100-UVB100  24.14 <0.01 UVA150 - UVB100  29.43 <0.01
UVA100-UVB 150  30.29 <0.01 UVA150 - UVB150 37.57 <0.01
UVA150 — UVAB150  38.29 <0.01 UVB50-UVB150  21.20 <0.01
UVB50 — UVB150 16.05 0.04

CONCLUSIONES

Baccharis latifolia es una especie plastica que puede acomodarse a varios niveles de luz y longitud de onda, sin
embargo, presenta respuestas diferenciadas a nivel de su crecimiento, fisiologia y anatomia foliar que repercuten en la
concentracion de compuestos fendlicos, clorofilas y crecimiento vegetativo. Niveles bajos de PAR reducen el
crecimiento del tallo, la produccién de flavonoides e incrementan la generacién de hojas, concentracion de clorofila y
la formacion de parénguima lagunar con espacios mas amplios. La UV A favorece la formacion biomasa, generacion,
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elongacion de hojas, mayor area foliar y aumento de los tejidos foliares, sin embargo, no incrementa la concentracion
de flavonoides. Por otro lado, la UVB a bajas concentraciones favorece la concentracion de flavonoides, concentracion
de clorofila y formacion de tejidos foliares, sin embargo, reduce el crecimiento vegetativo.
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