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Resumen

Los codigos de barras moleculares son secuencias
ortélogas cortas de una region estandarizada del
genoma que pueden ser aisladas y caracterizadas
facilmente, las cuales funcionan a manera de
etiquetas cuyo fin es la correcta identificacion de las
especies bioldgicas. Actualmente, esta herramienta
practica y poderosa se aplica a la autentificacion de
plantas medicinales coadyuvando al control de la
calidad de las especies vegetales comercializadas
internacionalmente. Los principales marcadores
moleculares utilizados en la codificacion genética
son: matK, rbcL, rpl32-trnL, trnH-psbA e ITS2. Si
bien su uso comienza a ser rutinario en varios paises
del mundo, en México atin son escasos los ejemplos
de plantas medicinales mexicanas que cuentan con
su codigo de barras molecular, por lo que es urgente
redoblar esfuerzos para la generacion de una
biblioteca de codigos de barras de la flora medicinal
mexicana e integrar este analisis a las monografias
de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos.

Palabras clave: Coédigo de barras molecular,
plantas medicinales, control de calidad .

Abstract

A DNA barcode is a standardized orthologous short
sequence of DNA that can be easily isolated and
characterized, which works as a tag written as a discrete
nucleotide pattern, with the ultimate goal of a reliable
species-level identification. Currently, this practical and
powerful tool is applied to the authentication of
medicinal plants contributing to the quality control of
internationally traded plant species. The main molecular
markers used in DNA barcoding are: matK, rbcL, rpl32-
trnL, trnH-psbA and ITS2. Although its use begins to be
routine worldwide, in our country there are still few
examples of Mexican medicinal plants that have their
DNA barcodes, so it is urgent to redouble efforts to
generate a DNA barcode library of the Mexican
medicinal flora and incorporate this analysis to the
monographs of the Mexican Herbal Pharmacopoeia.
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Introduccion

El incremento del mercado nacional e
internacional de plantas medicinales y preparados
fitoterapéuticos, el cual abarca un amplio numero de
familias y especies botanicas relacionadas, requiere de
una precisa y rapida autentificacion. De manera
adicional, el inicio de la cadena productiva de la
industria herbolaria, requiere del abastecimiento
continuo de material vegetal quimicamente
estandarizado [1, 2]. Los codigos de barras
moleculares, son una herramienta practica y poderosa
que permite la identificacion de especies biologicas, y
que en el caso de ser aplicada a las plantas medicinales
puede ayudar al control de calidad de las especies
comercializadas internacionalmente [3].

Los cédigos de barras moleculares

Los cddigos de barras moleculares o codigos de
barras genéticos (del inglés DNA barcodes) son
secuencias ortologas cortas, de 400 — 800 pb, de una
region estandarizada del genoma que pueden ser
aisladas y caracterizadas facilmente, las cuales
funcionan a manera de etiquetas conformadas por una
secuencia discreta de los cuatro nucléotidos, ATGC,
que conforman el DNA, cuyo fin es la correcta
identificacion de las especies bioldgicas [3-5]. La
intencion del uso de los codigos de barras moleculares
radica en la idea de agilizar el reconocimiento de
especies a una tasa mayor que el de la pérdida de
biodiversidad; por otro lado, es también una
herramienta que permite identificar distintas partes
aisladas de las plantas (raices, semillas, polen, etc.), o
distintos estadios ontogenéticos (etapa sexual y
asexual), asi como diferentes géneros (plantas
dioicas), con implicaciones que, inclusive, alcanzan la
proteccion de derechos de propiedad intelectual y
control de calidad a nivel de produccion y
procesamientos  vegetal de los  productos
fitoterapéuticos, al permitir la identificacion de
plantas a partir de fragmentos de ellas [3, 6, 7]. El uso
de los codigos de barras moleculares ha generado el
desarrollo de disciplinas como la etnobotanica
gendémica, un ensamblaje entre el conocimiento de la
biodiversidad, distintas formas de conocimiento y
valorizacion de las especies vegetales, en un
acercamiento que retoma el conocimiento tradicional
y el conocimiento cientifico moderno para entender la
diversidad biologica y cultural [8].

La investigacion en codigos de barras genéticos
comenzo en el ambito de la zoologia [9]. La mayoria
de los investigadores interesados en desarrollar
codigos de barras genéticos en animales ha sostenido
que el gen mitocondrial que codifica para la subunidad

1 de la citocromo ¢ oxidasa (COIl) es un locus
favorable para realizar los codigos de barras en
animales, e incluso en algunas especies flngicas
(grupos Ascomycota, Basidiomycota y
Chitidrimycota).  Sin  embargo, los  genes
mitocondriales en plantas tienen un uso limitado, ya
que no permiten la identificacion de especies en una
amplia variedad de taxones debido a las bajas tasas de
variabilidad y la diversidad en la estructura del
genoma mitocondrial. En si, la estructura genomica
vegetal sigue sin ser completamente comprendida,
presentando bajas tasas de sustitucion de nticleotidos,
hibridizacioén, poliploidia, especies definidas en
conceptos de taxon estrechos, gran tamafio de
poblaciones ancestrales y bajos niveles de flujo génico
intraespecifico, por lo que la generacion de un codigo
de barras en plantas debe ser una aproximacién multi-
loci [3-7, 10-15].

El escenario antes descrito, generd una discusion
mundial en torno a cuéles deberian ser los loci idoneos
para la generacion de los codigos de barras vegetales.
En un trabajo colectivo, multinacional, coordinado por
el Consorcio para el Codigo de Barras de la Vida
(CBOL) en el que se presentd la propuesta de un
consenso al respecto, se afirmo que las secuencias
génicas candidatas a ser consideradas como codigos
de barras genéticos en plantas deberian contar con las
siguientes caracteristicas [3, 7, 14]:

i. Universalidad. Debe contar con loci que puedan
ser rutinariamente secuenciados a través de los
distintos linajes de plantas terrestres.

ii. Calidad y cobertura. Poseer secuencias con bi-
direccionalidad con ninguna, o pocas, bases
ambiguas; sitios frontera que permitan usar
oligos universales; tener un tamaiio de secuencia

corto apropiado para la extraccion 'y
amplificacion del DNA; al wusar wuna
aproximacion multi-loci debe poder

complementarse la informacion.

iii. Discriminacion. Uso de loci que permitan que la
mayor parte de las especies vegetales sean
distinguidas, mostrando un nivel significativo de
variabilidad y divergencia para la region
amplificada.

iv. Bioinformética. Contar con algoritmos sencillos
de alineacion de la secuencia que permitan
trabajar con numerosas muestras, presentando
niveles altos de confianza en la asignacion de
especies.
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El resultado de la busqueda de la combinacion
adecuada de coédigos de barras moleculares con las
anteriores caracteristicas, para su uso especifico en
plantas, arroj6 a cinco candidatos principales [3, 5, 10,
11-15]:

erbcL (subunidad mayor de RuBisCO -

cloroplasto). Es el locus mejor caracterizado
debido a su facil amplificaciéon y alineacion,
secuenciado para gran cantidad de especies en
GenBank; usandose solo presenta una
discriminacion del 85%.

matK (maturasa K - cloroplasto). Se trata de un
locus que evoluciona rapidamente, lo que le
confiere alta discriminacion, usandose solo 66%.
Sin embargo, su amplificacion y alineacion
requieren bastante trabajo manual.

rpl32-trnL (espaciador intergénico — cloroplasto).
Presenta el nivel mas alto de variabilidad entre
distintos  linajes de angiospermas, 78%,
haciéndolo el espaciador intergénico de
cloroplasto mas informativo. Sin embargo, es
sumamente variable su tamafio, 543 — 1417 pb, y
presenta largos indels (insersiones/deleciones) lo
que lo vuelve dificil de amplificar y su analisis
bioinformatico suele complicarse. Sumamente ttil
para diferenciar a nivel de especie en algunos
grupos de angiospermas.

trnH-psbA (espaciador intergénico — cloroplasto).
Presenta un nivel alto de variabilidad entre
distintos linajes de angiospermas evaluados, 53%,
y tiene un alto porcentaje de amplificacion, 93%.
Es  muy  dificil  encontrar  secuencias
bidireccionales y presenta bases ambiguas, y por
su tamafio requiere oligos especificos, debe ser
alineado apropiadamente para evitar que, debido a
las  inversiones asociadas a  secuencias
palindromicas presentes en algunos linajes de
angiospermas, separe especies cercanas en los
andlisis.

ITS2 (segundo espaciador transcrito interno del
cistron ribosomal nuclear — nucleo). Locus con alto
porcentaje de amplificacion, 94%, presenta alta
divergencia inter-especifica y una optima tasa de
discriminacion entre especies, hasta un 93%.

A pesar del caracter consensual de la propuesta del
grupo de trabajo de plantas del CBOL, uso combinado
de matK y rbcL [14], otros autores han reconocido que
el nivel de discriminacion de esta combinacion, a nivel
de especie, alcanza un promedio aproximado del 70%

[16]. Dicha capacidad de identificacion puede ser
suficiente para aplicaciones como la investigacion de
interacciones  planta-animal, identificacion de
especies  vegetales  protegidas, estudios de
biodiversidad a larga escala, identificacion de
plantulas en programas de regeneracion forestal, pero
un nivel de discriminaciéon mayor es esencial en
estudios taxonomicos y otras aplicaciones que
requieran una identificacion absoluta de las especies
[11]. Es posible concluir, entonces, que la
combinacion de rchL y matK se debe considerar como
un tamiz molecular rapido que brinde una primera idea
de la identidad botanica de las especies, y debe ser
afinado con la codificacion de otros loci; por ejemplo,
la combinacion con el locus trnH-psbA aumenta el
nivel de discriminacion a nivel de especie (en algunos
grupos) hasta un 87% [6, 13].

Las Tablas I y II se muestran los oligos y
condiciones de PCR necesarios para la amplificacion
de los cinco marcadores recomendados por CBOL y
estudios moleculares recientes [4, 10, 15, 17].

El proceso de codificacién molecular comprende
dos pasos basicos: (1) armado de una biblioteca de
codigo de barras moleculares de las especies de interés
y (2) la comparacion, o asignacion, de la secuencia
nucleotidica de una especie desconocida contra la
biblioteca de cddigos de barras para su identificacion
inequivoca [3].

La comparacion de muestras no identificadas
contra los codigos de barras moleculares conocidos se
realiza a través de distintos algoritmos de
comparacion. Los algoritmos mas practicos
comienzan por la comparacion de dos secuencias de
DNA para generar una medicion de distancia entre las
secuencias [3]. Un algoritmo de alineamiento de
secuencias es comunmente empleado para asignar a la
muestra no identificada una especie conocida a través
de encontrar la secuencias mas cercana de la biblioteca
de codigos de barras moleculares; por ejemplo, la
herramienta de bisqueda de alineacion local basica
(BLAST) disponible en el GenBank funciona
perfectamente para conseguir dicho fin, siempre y
cuando se alimente la base de datos con los codigos de
barras moleculares que se vayan generando para las
especies de interés [18]. Otros algoritmos utilizados
comunmente para medir distancias son el de Kimura
de 2 parametros, el algoritmo de Smith-Waterman y el
analisis de Barcoding-Gap [19].

Distintos grupos de investigacion alrededor del
mundo estan generando sus bibliotecas de codigos de
barras moleculares enfocados al control de calidad del
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material vegetal que se comercializa con fines
terapéuticos [20-25].
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Tabla I. Oligos correspondientes a los marcadores moleculares: matK, rbcL, rpl32-trnL, trnH-psbA e ITS2.

Marcador molecular Oligos (Fw/Rv)
matk matK-KIM 1R: 5’-ACC CAG TCC ATC TGG AAATCT TGG TTC-3’
matK-KIM 3F: 5’-CGT ACA GTACTT TTG TGT TTA CGA G-3’
rbel. rbcLa-F: 5°- ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC-3’
rbcLa-R: 5’-GTA AAA TCA AGT CCA CCR CG-3
rpl32-trnL rpl32-Vc: 5’- CAG TTC CAA AAA AAC GTACTT C-3’
trnL-Vd: 5°- CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT-3’
trnH-psbA trnH-2: 5’- CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC-3’
psbA-F: 5°- GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C-3’
ITS2 ITS2-S2F: 5°- ATG CGA TAC TTG GTG TGA AT-3’
1TS2-S3R: 5’- GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT-3’

Tabla II. Condiciones del termociclador para la amplificacion de los marcadores moleculares: matK, rbcL, rpl32-trnL, trnH-

psbA e ITS2.
matK / rbcL rpl32-trnL trnH-psbA ITS2
°C | Tiempo °C | Tiempo °C | Tiempo °C | Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 | 2min 95 | 3min 94 | 2min 95 | 5min
Desnaturalizacion 94 | 30seg 94 | 1min 94 | 30seg 94 | 30seg
8 8 8 8
Alineamiento S | 52| 40seg | -5 |53 | 1min | -8 | 55 | 40seg | -5 | 56 | 30seg
)] L o o
. N o™ . < <
Extension 72 | 40seg 72 | 2min 72 | 40seg 72 | 45seg
Extension final 72 | 5min 72 | 10 min 72 | 5min 72 | 1min

La situacion en México

En el caso de nuestro pais, a pesar de que se
calculan de 3300 a 4500 especies vegetales usadas en
la medicina tradicional, bajo un mercado nacional e
internacional con escasa a nula regulacion, marcado
por una falta de control de calidad y un sinntimero de
casos de adulteraciones y sustituciones [17], son muy
pocas las plantas medicinales que han sido objeto de
estudios genéticos enfocados a la generacion de su
codigo de barras molecular [17, 26], por lo que urge
sumar esfuerzos para consolidar una biblioteca de los
codigos de barras de las plantas medicinales de
México.

Nuestro grupo de investigacion en el Laboratorio
de Etnobotanica Integrativa, llevd a cabo
recientemente un trabajo en el cudl se evalué un
codigo de barras multi-loci sobre el complejo de
plantas medicinales copalchi (Hintonia latiflora, H.
standleyana y Exostema caribaeum) lo que permitié
la identificacion de las tres especies ayudando a
resolver una disyuntiva taxonomica entre las especies
del género Hintonia (Figura 1) [17]. Este estudio
demostro la importancia de usar
complementariamente marcadores moleculares y

quimicos, fortaleciendo el control de calidad del
material vegetal usado con fines medicinales.

Otros dos ejemplos de la generacion y aplicacion
de los cddigos de barras moleculares al control de
calidad de plantas medicinales mexicanas, han
permitido identificar inequivocamente muestras de
poleo (Clinopodium macrostemum; Figura 2) vy
espinosilla ~ (Loeselia  mexicana;  Figura 3)
comercializadas en los mercados Sonora y Merced de
la Ciudad de México (datos en proceso de
publicacion), corroborando asi la necesidad de seguir
generando codigos de barras moleculares de las
plantas medicinales mas utilizadas en nuestro pais.

El uso de los codigos de barras moleculares para el
control de calidad de plantas medicinales ha llegado a
la Farmacopea Britanica, en la monografia de Ocimum
tenuiflorum [21]. En la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), solamente se
consideran a los caracteres anatomico-estructurales y
a los marcadores quimicos como indicadores de la
identidad del material vegetal [27], por lo que el
desarrollo de cddigo de barras moleculares seria un
aporte valioso para su inclusion en las monografias del
maximo documento regulador en materia de plantas
medicinales en México.
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Figura 1. Cladograma generado por el método de Maxima Verosimilitud a partir de los marcadores moleculares concatenados
rpl32-trnL, trnH-psbA e 1TS2 de las especies que conforman el complejo de plantas medicinales copalchi.
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Figura 2. Cladograma generado por el método de Maxima Verosimilitud a partir del marcador molecular ITS2 de distintas
poblaciones de poleo (DL1, DL2, DL3, SA2, SA3; Clinopodium macrostemum), muestras comercializadas en los mercados Sonora
y Merced, asi como especies afines del género Clinopodium.
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Figura 3. Cladograma generado por el método de Maxima Verosimilitud a partir del marcador molecular ITS2 de distintas
poblaciones de espinosilla (Lm-1E1, Lm-1E2, Lm-1M1, Lm-1M3, Lm-1M4, Lm-1D2, Lm-1D3, Lm-1D4; Loeselia mexicana),
muestras comercializadas en el mercado Sonora (Lm-179, Lm-190, Lm-338), asi como otra especie medicinal del mismo género

(L

g-3, Lg-4; L. glandulosa).
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