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ABSTRACT

Baccharis latifolia, commonly known as “Chilca”, is a plant with a recognized anti-inflammatory activity. Part of its
activity is due to its flavonoid contents, whose quantitative composition in the plant varies according to
environmental conditions. This study is focused on characterizing and quantifying flavonoids of B. latifolia leavesin
the dry season. The quantification of total flavonoids was done by chelation with AICI; and by measuring with
UV/Vis spectroscopy with respect to luteolin, by means of comparing the total flavonoid contents in apical, middle
and basal leaves, at three dltitudes in the hillsides of Lluto, La Paz (4187, 4000 and 3825 m.a.s.l.). Through this
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study, we have determined that the leaves with the highest concentration of flavonoids are the apical and that, in the
dry season, there is not a clear correlation between the altitude and the production of flavonoids. Additionally, we’ve
analyzed the correlation between some physicochemical properties of soils and the production of flavonoids,
determining on the one hand, that nitrogen richer soils provoke a diminishing of concentration of flavonoids, whereas
pH, electrical conductivity and the percent of clay have a direct proportiona relationship with the production of
flavonoids, which means that an increase in these parameters implies an increase in the flavonoid total contents and
vice-versa.

*Corresponding author: giovyalmanza@gmail.com, galmanza3@umsa.bo

RESUMEN

Baccharis latifolia, cominmente conocida como "Chilca', es una planta con una actividad antiinflamatoria
reconocida. Parte de su actividad se debe a su contenido de flavonoides, cuya composicion cuantitativa en la planta
varia segun las condiciones ambientales. Este estudio se centra en caracterizar y cuantificar los flavonoides de las
hojas de B. latifolia en la estacién seca. La cuantificacion de los flavonoides totales se realizd por quelacion con
AICI3 y se midid con espectroscopia UV / Vis con respecto a la luteolina, mediante la comparacién de los contenidos
totales de flavonoides en hojas apicales, medias y basales, atres alturas en las laderas de Lluto, La Paz (4187, 4000 y
3825 msnm). A través de este estudio, hemos determinado que las hojas con la mayor concentracion de flavonoides
son las apicales y que, en la estacion seca, no existe una clara correlacion entre la altitud y la produccion de
flavonoides. Ademés, hemos analizado la correlacion entre algunas propiedades fisicoquimicas de los suelos y la
produccion de flavonoides, determinando, por un lado, que los suelos més ricos en nitrdgeno provocan una
disminucién de la concentracion de flavonoides, mientras que € pH, la conductividad eléctrica'y el porcentaje de
arcilla tienen una relacién proporciona directa con la produccion de flavonoides, 1o que significa que un aumento en
estos pardmetros implica un aumento en el contenido total de flavonoidesy viceversa.

INTRODUCCION

Baccharis latifolia, conocida como chilca, es una especie vegetal utilizada por |os habitantes de la zona Andina desde
tiempos pre-colombinos por su uso terapéutico para aliviar inflamaciones externas, fracturas, dislocacionesy dolores
reumdticos, fue considerada una planta sagrada [1-3]. Nuestro equipo multidisciplinario identificd los principios
activos de la planta o flavonoides en las partes aéreas de la planta quedando demostrada su actividad antiinflamatoria
[4-8]. Por otra parte, estudios de genotoxicidad por el método SMART [9], demostraron que el extracto organico no
es genotéxico. Ademaés, estudios de actividad antiinflamatoria in vivo, asi como una evaluacion de toxicidad pre-
clinica aguda en animales demostraron la actividad antiinflamatoria significativa, y su baja o nula toxicidad [10,11].
En este contexto se promovié € uso de esta planta en una crema antiinflamatoria y analgésica comercializada en
Bolivia con el nombre de Chillkaflam [3].

B. latifolia es una especie dioica presente en suelos sueltos y secos, deteriorados, con poca materia organicay
humedad; compuestos por pedregones, grava, arenay en menor proporcién arcilla[3,12]. En cuanto a requerimiento
nutricional de suelos esta planta no es exigente, puesto que por su rusticidad tiene una gran tolerancia a suelos
pobres, se adapta a cualquier textura [13]. Se distribuye en Latinoamérica desde Venezuela a Bolivia y norte de
Argentina[14] su rango altitudinal esta observado entre 1600 a 3800 m sobre € nivel del mar (msnm), aunque se han
encontrado algunos especimenes sobre los 3.800 msnm.

Al ser una especie de potencial interés econdmico por sus propiedades antiinflamatorias, llevamos a cabo
estudios sobre su produccion y sobre la relacion de la produccién de principios activos (flavonoides) con diferentes
factores medioambientales como la radiacion UV y la estacién del afio [15, 16], entre otros. De acuerdo a estudios
previos [3], los flavonoides de B. latifolia se encuentran principalmente en las hojas. En el presente estudio se analizo
el contenido de flavonoides totales presentes por e método de quelacion con AICI; y se determind cuanto de masa
foliar y flavonoides total es se producen en hojas apicales, medias y basales. Se escogieron especimenes en tres puntos
de diferente atitud de la ladera noroeste de la comunidad de Lluto, una region del Valle de La Paz. Finalmente, se
hizo una caracterizacion fisicoquimica de los suelos donde se desarrolla esta especie para conocer la influencia de
éste factor, en la produccion de flavonoides. Todo el trabajo fue realizado €l mes de Junio (invierno, época seca), en
el quelaradiacion UV solar es méas baja que en verano (época himeda).
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RESULTADOS, DISCUSION

Al ser B. latifolia una especie utilizada en un producto industrializado (Chillkaflam), son necesarios estudios sobre su
produccién y sobre la relacion de la produccién de principios activos con diferentes factores medioambientales,
campo en e cual se pretende contribuir con el presente trabajo.

Cuantificacion de flavonoides totales en hojas apicales, medias y basales de especimenes de B. latifolia en tres
niveles altitudinales

Se establecié la concentracion de flavonoides totales en hojas apicales, medias y basales de B. latifolia en tres niveles
dtitudinales de la ladera noroeste de la comunidad de Lluto. Se establecié larelacion dtitud y contenidos. Elegimos
una sola ladera para que la variacion de |os otros aspectos ecol 6gicos que también pueden influir en la biosintesis de
estos compuestos, no sea muy grande. En latabla 1 se observan los datos de altura, pendiente, coordenadas, radiacion
UVA y UVB solar en las zonas de estudio, donde se puede ver que la diferencia de aturas entre las zonas 1 y 2, asi
como 2y 3 esmenor a200 m. La diferencia mostré afectar solo levemente la exposicion a laradiacion UVA y UVB
solar (Tabla 1). Ademés, se debe tener en cuenta que el estudio se realizd en junio, invierno en Bolivia, época seca
caracterizada por ciel os despejados o poco nublados, con menor porcentaje de radiacién UV solar que en verano.

En cada una de las zonas se identificaron 10 plantas (individuos), tomandose los pardmetros agronémicos
mostrados en la Tabla 2, donde se puede observar que los individuos de la zona 2 son més grandes que los de las
zonas 1y 3, probablemente porque son gy emplares de mayor edad.

Tabla 1. Datos de altura, pendiente, coordenadas, UVA y UVB de las tres zonas de estudio en Lluto

A 2 2
Area(_:ie Altura Pendiente Coordenadas UVA (W/m?) UVB (W/m?)
Estudio (msnm)
Lat. Sur 16°37°23,3” 51,36 + 0,81 1,54 + 0,03
0 L 1 1 1 1
zonal a187 38% | ong. Oeste 68°01°8.4”
Lat. Sur 16°35°24,6” 45,52 + 0,68 1,40 + 0,02
0 L 1 1 1 1
zona2 4000 30% | ong. Oeste 68°00'5,1”
Zona3 2825 6% Lat. Sur 16°3520,8” 45,39+ 1,05 1,20+ 0,13

Long. Oeste 68°01°10”

Tabla 2. Datos de parametros agronémicos de B. latifolia en las tres zonas de estudio de la ladera de Lluto.

AreadeEstudio  AlturadePlanta Diametro de Diametro de NuUmero de
(cm) Tallo (cm) copa (cm) Ramas
Zona 1 (4187 m) 121 16,0 71,3 13
Zona 2 (4000 m) 139 26,9 97,1 21
Zona 3 (3825 m) 135 171 71,1 19

En la Tabla 3 y Figura 1, se muestran los resultados obtenidos de flavonoides totales para las tres zonas. Se
observa una mayor concentracion de flavonoides totales en las hojas apicales, las mas jovenes, resultados similares
fueron reportados en Moringa oleifera [17]. También se reportaron concentraciones mayores de metabolitos
secundarios en hojas en desarrollo de varias especies [18,19]. Estos resultados se pueden atribuir a tres factores.
Primero a que las hojas apicales son las mas tiernas y las mas susceptibles al ataque de herbivoros, y si consideramos
los flavonoides como un mecanismo de defensa, estas hojas requeriran mayor concentracion de estos compuestos [ 20,
21]. Segundo, los flavonoides juegan un papel de fotoproteccion frente a la Radiacion UV solar, las hojas apicales
son las mas expuestas a esta radiacion por lo que también este factor influiria en una mayor concentracion de
flavonoides en estas hojas [20,22,23,24]. Por dltimo, también pueden influir los procesos fisioldgicos de la planta,
durante la formacién del brote y la etapa de desarrollo temprano de las hojas, es la luz ultravioleta la que induce la
sintesis fendlica, produciendo un aumento de la concentracion de los compuestos fendlicos totales [18,19,23-25].
Ocurre un fendbmeno contrario durante €l crecimiento tardio de la hoja, que se manifiesta en un incremento de materia
seca, o que darialugar a un efecto de dilucion disminuyendo las concentraciones de los compuestos fenolicos [26].
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Tabla 3. Concentracion de flavonoides totales en mg equivalentes de luteolina/g de planta seca en hojas de B. latifolia
colectadas en |a ladera de Lluto a tres niveles altitudinales

Hojas Zona 1 (4187 m) Zona 2 (4000 m) Zona 3 (3825 m)
Apicales 9,66 + 1,06 9,66 + 3,24 14,37+ 0,82
M edias 6,07 + 0,66 6,15+ 0,42 6,96 + 0,48
Basales 3,66+ 0,19 551+0,41 4,78 £ 0,57

207

0,82

Concentracion de flavonoides

) ! N > > N
> ® é“} 2 e Y > P
& @ F W@

ZONA 1- 4187 m ZONA 2- 4000 m ZONA 3- 3825 m

Figura 1. Concentracién de flavonoides totales en mg equival entes de luteolina/g de planta seca en hojas apicales, mediasy
basales de B. latifolia en tres niveles altitudinales de la ladera de LIuto, La Paz, Bolivia.

Debido ala pequefia diferenciatotal de alturas (362 m), no se encontré una correlacion directa entre la concentracion
de flavonoides totales y la altitud (Tabla 3). Otros estudios, tampoco mostraron una respuesta consistente de la
variacion de flavonoides totales respecto a la variacién altitudinal [15]. Se muestra més bien que la variacion del
contenido de flavonoides totales y compuestos fendlicos no solo es a causa de los cambios en la radiacién UV por €l
gradiente dtitudinal, sino que hay muchos otros factores abidticos como temperatura, precipitacion pluvial y
caracteristicas de los suelos [15]. En nuestro estudio, el factor que parece predominar en esta época del afio es la
humedad, pues durante el mes de junio en las zonas de estudio existe menor radiacion UV solar y mayor sequedad
medioambiental. La zona alta es la mas expuesta a viento y por ende la més seca (zona 1: 7,37% de humedad en
suelos; respecto a zona 3: 11,13% de humedad en suelos). El porcentaje de materia seca en las hojas apicales de los
individuos de la zona 1 es considerablemente mayor alade losindividuos de las zonas 2 y 3 (Tabla4), por lo que las
plantas de la zona 1 pueden haber respondido a una necesidad de inversion de energia en sobrevivenciay no asi en
defensa, invirtiendo su energia en la produccién de rebrotes foliares y disminuyendo la energia parala produccién de
flavonoides, 1o que concuerda con lo expuesto por Kitamura et al. [27].

Tabla 4. Porcentaje de materia seca en hojas de B. |atifolia a tres niveles altitudinal es

Hojas Zona 1l (4187 msnm) Zona 2 (4000 msnm)  Zona 3 (3825 msnm)
Apicales 27,38% 22,34% 21,89%
M edias 12,74% 31,38% 25,05%
Basales 13,11% 25,5% 20,74%

Relacién de parametros fisicoquimicos de suelos con la concentracion de flavonoides.

La tabla 5 muestra los resultados fisicoquimicos obtenidos para los pardmetros edéficos, % de arena, limo y arcilla
(%Arcill); concentracion de cationes intercambiables (CIC), materia organica (MO), nitrégeno (N), fésforo (P), pH y
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conductividad eléctrica (CE.). en las tres zonas de estudio, para lo cua se realizd la toma de muestras de suelo
superficial de 0 hasta 30 cm de profundidad.

Tabla 5. Parametros fisicoquimicos de suelos de las tres zonas en estudio

PARAMETRO

ZONA Sexo % uS/em meqg/100 gss %
Arcll | PP | ce
ra Ca Mg Na K | cic| MO | N

ppm P

F 16,6 6,6 314 47 53 0,012 0,28 10,3 2,2 0,3 25
Zonal-

M 15,6 6,9 25,5 48 41 0,015 0,38 93 2,2 0,3 2,6

F 18,4 7.1 74,5 5 2.4 0,011 0,27 77 2,6 0,3 2,8
Zona?2 -

M 15,7 6,8 38,7 3,8 1,3 0,004 028 54 2,1 0,3 49

F 18,4 7.5 84,7 35 4 0,014 0,27 78 0,8 0,1 7,7
Zona3-

M 22,3 8 91,9 35 4.7 026 036 88 11 0,1 3,7

Para determinar la posible relacion de los parametros edaficos estudiados con la concentracién de flavonoides
se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson, determindndose que los parametros que tienen significancia en la
produccién de flavonoides, son: pH, Conductividad Eléctrica (CE), % de Nitrogeno y % de Arcilla, pues son los que
presentan los valores més bajos (Tabla 6).

EnlaTabla6y laFigura?2, se puede observar una correlacion positiva (directamente proporcional) entre el pH,
la conductividad eléctrica y el porcentagje de arcilla de los suelos con la produccién de flavonoides totales en B.
latifolia. Mientras que se observa una correlacion negativa (inversamente proporcional) con € nitrogeno total.
Adicionalmente, es importante mencionar que también existe una correlacion negativa con la Materia Organica (MO)
aunque esta correlacion no es muy significativa.

La zona 3, donde se encontré una mayor produccién de flavonoides totales en hojas apicales, es la zona que
cuenta con un mayor pH, una mayor conductividad eléctrica'y un mayor porcentaje de arcilla en suelos, por 1o que
estos factores también podrian contribuir a explicar el ato contenido de flavonoides encontrados en hojas de B.
latifolia en esta zona, ademas de la humedad.

Tabla 6. Correlacion entre parametros fisicoquimicos con la concentracion de flavonoides

PARAMETRO DE NIVEL DE CORRELACION DE

SUELO PEARSON
pH 0,010*
CE 0,014 *
MO - 0,048

%N -0,004 *
P 0,356
CiC 0,711
Ca 0,239
Mg 0,387
K 0,861
Na 0,167
CalMg 0,176
% Arcilla 0,024 *

* Correlacion significativa
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Figura 2. Correlacion de parametros fisicoquimicos de suelos con la concentracion de flavonoides: pH, conductividad
eléctrica, % de nitrégeno y % de arcilla

EXPERIMENTAL
Zona de estudio y régimen de muestreo

La zona de estudio seleccionada fue la ladera noroeste de la localidad de LIuto; provincia Mecapaca, departamento
de La Paz, Bolivia. La region fue seleccionada porque presenta un gradiente altitudinal bastante pronunciado (entre
3450 y 4200 msnm), una ata produccion natural de B. latifolia y ausencia de contaminacién ambiental urbana que
incida en € crecimiento de las plantas estudiadas.

El estudio fue realizado en e mes de junio de 2015, caracterizado por ser una época seca y fria (invierno).
Inicialmente se localizaron tres zonas de estudio en funcion a las poblaciones més representativas de B. latifolia
(zona 1: 4187 msnm; zona 2: 4000 msnm; zona 3: 3825 msnm) donde se determind la altura, pendiente, coordenadas
y ladosis de radiacién UV solar (UVA, 320 - 400 nmy UVB 290 -320 nm) (Tabla 2). La georeferenciacion de los
puntos se realizé con GPS GARMIN 64s, la altitud se midié con altimetro Barigomodel 39, la pendiente se midi6 con
clindbmetro SUUNTO PM5/360PC. Para la medicion de ladosis de radiacion UVA y UVB se realizaron tres medidas
por zona en un dia casi totalmente despejado (con nubosidad leve), a medio dia (12:00-13:00), utilizando para€llo un
dosimetro Gigahertz-Optick XD-9501.

En cada una de las zonas se identificaron 10 plantas (individuos por zona), tomandose |os siguientes parametros
de cada una de las plantas: altura de planta, diametro de tallo (rodal), didmetro de copay nimero de ramas (Tabla 2).
De cada planta se tomaron muestras de hojas apicales, medias y basales para los estudios quimicos. La seleccion de
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los individuos adultos fue a azar. Findmente, en cada una de las zonas se redlizaron calicatas de 100 cm de
profundidad para tomar muestras de suelo en cada horizonte observado, para su andlisis fisicoquimico.

Los especimenes vegetales colectados fueron identificados por Ruth Eliana Quispe y Esther Vaenzuela del
Jardin Botéanico “La Paz” del Herbario Nacional de Bolivia (JBLP), donde son conservados para realizar
comparaciones e identificaciones posteriores.

Obtencion de extractos

Las hojas colectadas de B. latifolia fueron secadas a temperatura ambiente y luego trituradas de forma manual. El
material vegetal seco asi obtenido fue extraido por maceracién con EtOH 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.

Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales en extractos y material vegetal seco se utilizé el método colorimétrico
por quelacion con AlCl3 descrito por Chang et al. [28]. Como flavonoide estandar se utilizé la luteolina, uno de los
flavonoides mayoritarios de B. latifolia de reconocido efecto antiinflamatorio [6], porque el maximo de absorbancia
del flavonoide quelado mostraba ata coincidencia con los de los extractos luego del proceso de quelacion. Para la
curva de calibracion se prepararon 0,5 ml de soluciones a 30, 60, 90, 120 y 150 ppm de luteolina, con 1,5 ml de
etanol destilado 96°, alos cuales se adicion6 2,8 ml de agua destilada, 0,1 ml de 10% de solucién de AICl3 (m/v), y
0,1 ml de 1 mol/L de solucién de acetato de potasio, causando la formacién de un complejo amarillo intenso. La
solucién se incubd durante 30 a 40 min y después se sometid a andlisis espectral en €l rango de 200 a 500 nm. La
absorbancia méxima (A ma) Se observo a 406 nm, utilizando esta longitud de onda para su respectiva recta de
calibracidn, que tiene como ecuacion y= 0,082x con un R?= 0,9988.

Para |la cuantificacion de flavonoides en las hojas se tomaron 30 UL de una solucidn muestra (extracto obtenido
de 1g de hojas extraidas con 15 mL de EtOH, concentrado y aforado a5 mL), se afladié 1970 pL de etanol 96°GL y
luego se siguié € procedimiento descrito en el parrafo anterior a partir de la adicion de H,O midiéndose la
absorbancia luego de laformacién del complejo a 406 nm.

Los flavonoides totales en las hojas fueron calculados respecto a la luteolina usando la curva de calibracion,
expresando el contenido de flavonoides en equivalentes de Iuteolina (mg luteolina/g material seco). Los datos se
obtuvieron por triplicado.

Determinacion de propiedades fisicoquimicas del suelo

Las propiedades fisico-quimicas del suelo se determinaron mediante los siguientes métodos. Textura o porcentaje de
arcilla, se analizd con el método del hidrémetro de Bouyoucos, que permite cuantificar las proporciones de arena,
limo y arcilla. A través de estos datos, con e triangulo textural del USDA se determina la clase textura
correspondiente [29]; Acidez (pH), la medicién del pH se realizd en agua destilada, en una relacion de suelo agua
1:2,5 [30]; Conductividad eléctrica (CE), se midio con el método del potenciémetro, que mide la cantidad de sales
presentes en el suelo. Este parametro fue medido en una relacion suelo agua de 1:2,5 [30]; Materia Organica (MO),
se determind mediante e método de combustion himeda que cuantifica la cantidad de carbono organico [31,32];
Nitrégeno (N), fue determinado por el método de Kjeldahl; Fésforo (P) disponible fue cuantificado por el método de
Olsen modificado, realizando la extraccion de fésforo de las muestras en una solucién de bicarbonato de sodio pH
8,5 [33,34]; Finalmente los cationes intercambiables (calcio, sodio, magnesio y potasio), fueron determinados
mediante el método espectrofotométrico de Absorcién Atémica[30].

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza en un arreglo bifactorial llevado a cabo en un disefio de Bloques al azar [35], donde
se considerd la altitud (3) como bloques, se tomé como primer factor sexo de la plantay como segundo factor la
posicién de hojas en larama.con una poblacién de diez plantas por blogue. Los datos se analizaron con €l programa
SPSS dtatistics version 2.0.
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Para los andlisis estadisticos de los pardmetros fisicos quimicos de la capa superficial del suelo (% de arcilla,
pH, conductividad eléctrica, % de materia organica, % de nitrégeno y contenido de fésforo disponible), se utilizé la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Se analizaron 30 muestras de suelo.

Para determinar el nivel de correlacion entre las propiedades fisicoquimicas y la produccion de flavonoides se
utiliz6 el andlisis de correlacion de Pearson

CONCLUSIONES

Las hojas apicales presentan el mayor contenido de flavonoides lo cua puede deberse a aspectos de fotoproteccién,
herviboria y procesos fisioldgicos. En cuanto a los diferentes niveles atitudinales en los que se realizé el estudio
(4187, 4000 y 3825 m.s.n.m) en junio época seca, no se observd una correlacion directa entre la produccién de
flavonoides totales y la altura. Finalmente, determinamos la correlacién entre algunas propiedades fisicoquimicas de
los suelos y la produccién de flavonoides, observandose una relacién inversamente proporcional de la concentracion
de flavonoides con €l porcentaje de Nitrogeno de los suelos;, mientras que el pH, la conductividad eléctrica y el
porcentaje de arcilla muestran una relacién directa con la produccion de flavonoides, 1o cua también justifica la
mayor produccion de estos metabolitos en lazona 3 (3825 m.s.n.m)
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