UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Contribucién a la monografia farmacopéica
de Clinopodium macrostemum (Moc. &

Sessé ex Benth.) Kuntze (LAMIACEAE)

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B1 OLOGO

P R E S E N T A:

LUIS EDUARDO PEREZ ROMERO

Director de tesis: Dr. Sol Cristians Niizawa

CIUDAD DE MEXICO, 2018




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Contribucion a la monografia farmacopéica de Clinopodium
macrostemum (Moc. & Sesseé ex Benth.) Kuntze (LAMIACEAE).

Hoja de datos del jurado

1.- Datos del alumno.

Luis Eduardo Pérez Romero
5554030794

Universidad Nacional Autbnoma de
México

Facultad de Ciencias

Biologia

2. Datos del tutor

Dr. Sol Cristians Niizawa

Profesor de Asignatura A
Laboratorio de Etnobotanica
Jardin Botanico

Instituto de Biologia

Universidad Nacional Autbnoma de
México
scristians@ciencias.unam.mx

3. Datos del sinodal 1

Dr. Javier Andrés Juarez Diaz
Profesor de Carrera Asociado C
Laboratorio de Desarrollo en
Plantas/Invernadero

Departamento de Biologia Comparada
Facultad de Ciencias

Universidad Nacional Autbnoma de
México
j-a.juarezdiaz@ciencias.unam.mx

4. Datos del sinodal 2

Dra. Helia Reyna Osuna Fernandez
Profesora de Carrera Titular A
Departamento de ecologia y Recursos
Naturales

Universidad Nacional Autbnoma de
México

hrof@ciencias.unam.mx

5. Datos del sinodal 3

M en C. Gabriel Sinué Fonseca Salazar
Profesor de asignatura A

Universidad Nacional Autbnoma de
México

gfonseca@ciencias.unam.mx

6. Datos del sinodal 4

Dra. Angela Victoria Forero Forero
Profesor de asignatura B
Universidad Nacional Auténoma de
México

angelaforero1976 @hotmail.com

7. Datos del trabajo escrito
Contribucién a la monografia
farmacopéica de Clinopodium
macrostemum (Moc. & Sessé ex Benth.)
Kuntze (LAMIACEAE). 90 paginas



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Etnobotanica del Jardin Botanico

del Instituto de Biologia, UNAM, con asesoria y apoyo del Dr. Sol Cristians Niizawa.

Agradezco el apoyo de los siguientes proyectos y personas:

Al proyecto de Investigacion en plantas medicinales - 2016: Propagacion y analisis
farmacopéicos de té tochel, Clinopodium macrostemum (Moc. & Sessé ex Benth.)
Kuntze (LAMIACEAE) vy espinosilla, Loeselia mexicana (Lam.) Brand
(POLEMONIACEAE). Secretaria de Desarrollo Rural y Equidad para las
Comunidades, Ciudad de México

Al Proyecto PAPIIT - UNAM IN202015

Al Plan de Becas en Materiales interactivos del Programa de Becas de Formacion
en Tecnologias de Informacion.

A los que nos ayudaron con las colectas en Santa Ana.

A la M. en. C. Virginia Evangelista Oliva por su asistencia técnica en el desarrollo
de mapas de distribucion actual y potencial.

A la M. en C. Laura Marquez Valdelamar por su asistencia técnica en el
Laboratorio de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud.

A la Dra. Lidia Cabrera Martinez por su asistencia técnica en el laboratorio de
Sistemética Molecular Boténica.

A mi tutor, Dr. Sol Cristians Niizawa, por su apoyo, asesoria, confianza y por todos

los conocimientos compartidos conmigo.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A mi tia Ana, a mi padre, a mi madre y a mis hermanos que me brindaron su apoyo
durante la carrera y que me impulsaron a seguir adelante.



INDICE

1T - ST [
indice de FIgUIas .........ccouuuuuiieiiiieiiiiiiceeee e e e eeeee e e e e e e e e e e e eennaanans iv
indice de CUAAIOS ........ccceeeiiiiiiiiiiecie e vi
INAICE A ANEXOS ......eeeeeieeeceeeeeeeeeeeetce e e e e e e e e e e e e e e e e e e e vii
ADreviaturas .........ccooiiiiiiiii viii
RESUMEN ..o s e X
1. INtrodUCCION ....cevviiii e 1
Y2 Y/ = L o o B (=T o g o o 3
2.1 Nomenclatura botanica ...........ccovoveiiiiiiiniii 3
2.1.1SINONIMIAS tururururureirinrerararrarierrrrsrra s rarasrssrassnaarasarsnsnn 4
2.2 NOMDresS COMUNES ..vuiuiuiiiiiir v e 4
2.3 Descripcion botanica ...........coceiiiiiiiiiic 4
2.4 Distribucion y ecologia .......cccvoviiiiiiiiiciic e e 5
2.5 Informacién histérica y usos tradicionales ................ccccvvnennnn. 5
2.6 FItoqUImICa .....cuvniiiiii i 7
2.7 Farmacologia ......ccocvviiiiiiiiicr s 7

2.7.1 Efecto farmacol6gico de los extractos organicos de C.

MACTOSTEMUIM euieiiuieeuinrare e s s s s s s e e e eas 7

2.7.2 Efecto farmacolégico del aceite esencial ............cccvuvanee 8

3. Justificacion .......ccooiiiiiii 9
4. ODBjJEtiVOS ..cueuiniiieiiiie e 10
4.1 Objetivo general ..........ccccoeiiiiiiiiiiiii 10
4.2 Objetivos particulares .....oieveveiiiiiiiiiiiii 10

5. Materiales y métodos ...........coeiiiiiiiiiiii 10



5.1 Material vegetal ........ccccoiiiiiii i e
5.2 Propagacion ......ccceiiiiiiiiiciiri e e
5.2.1 Propagacion por estacas semilefosas ..........c.ccecvevievnnnee
5.2.2 Crecimiento vegetativo y ciclo fenoldgico .....ccvcvvevnnnen..

5.3 Prueba de viabilidad ....vvveeiviieriiiriierrnnnsrisnssrssnsrssnnsrnsnsmmmmennns

5.4 Mapa de distribucién actual y potencial de C. macrostemum

5.5 Identidad QUIMICA .......cuininiiiii i ——
5.5.1 Obtencidn del aceite esencial y extracto organico ...........
5.5.2 Analisis cromatografico ..........ccooviiiiiiiiiii

5.6 1dentidad MOIECUIAK .......oviinie i e v e e ranrnn e eeeannn

5.6.1 Extraccion de DNA total y mplificacion de los

marcadores moleculares matK, rbcL, rpL32-trnL, trnH-

PSDA € 1T S i

5.6.2 Secuenciacion, edicion y evaluacion de las secuencias ...
5.6.3 Construccion del codigo de barras molecular .................
Resultados ¥ diSCUSION «iuieiiiiiiiia i e e e ere e e e

6.1 Depdsito de ejemplares de herbario .............cccoeviiiiiiiiiicnneans

6.2 Propagacion por estacas semilefosas ..........cc.cveviviieiiiiinenens

6.3 Ciclo fenolOgiCo ......ccuviiiiiii i
6.4 Prueba de viabilidad ..........ccccoiiiiiiiiii
6.5 Mapa de distribucién actual y potencial de C. macrostemum .....
6.6 Identidad quUIMICa .........ccoviiiiii e e

6.6.1 Eleccion del compuesto marcador .............ccoevevvviinnnnne.

10

12

12

14

14

15

16

16

16

18

18

20

20

21

21

22

25

26

28

31

31



6.6.2 Evaluacion de laidentidad quimica de C. macrostemum
contra muestras de mercado .........cocoeviiiiiniiiiiieinnan.

6.7 Identidad molecular ..........c.cooiiiiiiiiiiii

6.7.1 Extraccién de DNA total y amplificacion de los

marcadores moleculares ...........ccoeiiiiiiiiiiiii i

6.7.2 Evaluacion de la capacidad discriminativa ....................
6.7.2.1 Analisis filogenético y Barcoding gap ............ccueuue...
7. CONCIUSIONES ...coniiiiiiiiiircr s raerm e rrrm e e s ra s s rrnn s nnnrnnnns
8. PerspectiVas .....c.ccoiiiiiiiiiiii i e e e e
9. Literaturacitada ........cccoiiiiiiii e
O o 7= o N

32

33

33

36

36

52

53

54

60



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Laminas correspondientes a C. MacroStemum ........cceeurvmmrinenesnns
Figura 2. Componentes mayoritarios en el aceite esencial y extracto
hexanico de C. MaCrOSIEMUIM ...iuvuiiirrrerrerern s sararasnsananansnrarnrnsnsnns
Figura 3. Diagrama de flujo de propagacién por estacas semilefiosas de C.
MACTOSTEIMUM «eutututeieeeeraras e e s s sa s s sasasn s e s snsn s s rarnsnnnnnnensnnsnnsnn
Figura 4. Ejemplares de herbario depositados enla FCME ............ccceeee...
Figura 5. Porcentaje de enraizamiento por tratamiento ..........cveveeverieraieennns
Figura 6. Registro del promedio semanal del alargamiento del tallo por
localidad de origen del material «....ccveeviiiiiiiiieic e ee e
Figura 7. Tasa de alargamiento del tallo por localidad de origen del material
(VL= 121 - 1PN
Figura 8 Porcentaje de germinacién de las semillas de C. macrostemum en
condiciones de fotoperiodo natural ......ccveeecveeiiriiicrercre e e,
Figura 9. Mapa de distribucion actual de C. macrostemum en México .........
Figura 10. Mapa de distribucion potencial de C. macrostemum ............cceeee.
Figura 11. Perfil de identidad quimica por CCF, revelado con anisaldehido ..
Figura 12. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplificacion por PCR de los marcadores moleculares evaluados ..............
Figura 13. Cladograma empleando datos moleculares del marcador matK ...
Figura 14. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rbcL ....

Figura 15. Cladograma empleando datos moleculares del marcador trnH-

13

21

22

24

24

27

29

30

32

35

37

38

39



Figura 16. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rpL32-

Figura 17. Cladograma empleando datos moleculares del marcador ITS2 ...
Figura 18. Cladograma empleando datos moleculares del marcador matK,
incluyendo muestras de MEerCado .............uvurruriruiieieriierieerieeeeerree e
Figura 19. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rbcL,
incluyendo muestras de MerCado .....ccovevererririririerrrrr s ranes
Figura 20. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rpL32-
trnL, incluyendo muestras de MerCado.....cveveverecrreerraerrernerarnaraennraenne
Figura 21. Cladograma empleando datos moleculares del marcador ITS2,
incluyendo muestras de MerCado .......oceveieiririeirieirrr s
Figura 22. Cladograma empleando datos moleculares concatenados de los

marcadores: ITS2, rbcL, ¥ rPL32-tNL .cueiieiriieeeei e e e

41

42

44

45

46

47

48



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Marcadores moleculares usados para la evaluacion de identidad
L0 =T ox ] = PR
Cuadro 2. Condiciones experimentales y concentraciones finales para la
amplificacion de los marcadores moleculares .....ccvcvveveviiieriiierciierieneeenen,
Cuadro 3 Condiciones de temperatura para la PCR de los marcadores
MOIECUIAIES eiuieseiieirr s s s s rr s s s s s s s s s s s nrann s rasasass
Cuadro 4. Ciclo fenoldgico de C. macroSteMUM ....ccvveeverierarierareeraraenaraes
Cuadro 5. Porcentaje de viabilidad de semillas de C. macrostemum
determinada con cloruro de tetrazolio ...........ocovevieiiieiiiiie e
Cuadro 6. Cuantificacion de DNA total extraido de las muestras de C.

MACTOSTEIMUIT 4 uusse s s s s s s s s s s sassasaasasasassnanssnssnsnnnnnnnnnnnnnnnnns

18

19

19

25

27

34

Vi



ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de DNA ........ooiiiiiieiiieeeens

60
Anexo 2. Secuencias de los marcadores moleculares usados ........ 62
Anexo 3. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) matK ............. 71
Anexo 4. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) rbcL ............. 7
Anexo 5. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) trnH-psbA ..... 73
Anexo 6. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) rpL32-trnL ..... 74
Anexo 7. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) ITS2 .............. 75

vii



BLAST
CCl14
CCF
DL
DL1
DL2
DL3
DPPH
ENBI

FCME
FHEUM

IMSSM

Maxent
Mer
MEXU
MIC

MGA
MT
msnm

OMS

Abreviaturas

Basic Local Alignment Search Tool
Chemokine (C-C motif) ligand 14
Cromatografia de capa fina
Localidad Desierto de los Leones
Muestra 1 del Desierto de los Leones
Muestra 2 del Desierto de los Leones
Muestra 3 del Desierto de los Leones
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

Centro nacional para la Infromaciéon vy
biotecnologia

Herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM

Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos

Herbario de plantas medicinales del Instituto
Mexicano del Seguro Social

Linalol

Mentona

Algoritmo de Mé&xima Entropia
Mercado de la Merced
Herbario Nacional de México

Concentracibn minima inhibitoria (por sus
siglas en ingles)

Método General de Analisis
Medicina tradicional
Metros sobre el nivel del mar

Organizacion Mundial de la Salud

Pulegona

viii



PCR

ppm

SA
SA2
SA3

Son

Reaccion en cadena de la polimerasa
Partes por millén

Factor de retencion

Localidad Santa Anna Tlacotenco
Muestra 2 de Santa Ana Tlacotenco
Muestra 3 de Santa Ana Tlacotenco

Mercado de Sonora



Resumen

Clinopodium macrostemum, conocido comunmente como tabaquillo, es una planta
medicinal ampliamente comercializada para aliviar y/o curar padecimientos
gastrointestinales, siendo una fuente de ingresos para recolectores de recursos naturales
y campesinos; sin embargo, actualmente se sigue extrayendo de poblaciones silvestres,

lo que conlleva una disminucion genética y poblacional.

El presente trabajo evalué las condiciones experimentales apropiadas para la
propagacion vegetativa y sexual de C. macrostemum asi como; se elaboraron los mapas
de distribucién actual y potencial a partir de ejemplares depositados en herbarios; de
manera adicional, se aportaron parametros preliminares de identidad quimica por
cromatografia de capa fina e identidad molecular, utilizando marcadores moleculares de
cloroplasto (matK, rbcL, trnH-psbA, rpl32-trnL) y de ndcleo (ITS2); ambos andlisis
enfocados al control de calidad de la droga vegetal para la adicion de su monografia en la

Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos.

El método de propagacion mas eficaz fue el vegetativo, utilizando estacas
enraizadas con auxinas a concentraciones de 1500 y 10000 ppm. Las semillas
presentaron fotoblastismo neutro y un porcentaje de viabilidad del 40%, sin la obtencién
de plantulas. Las estacas trasplantadas a suelo contiaran su ciclo de desarrollo fenolégico

normal.

Se generaron tanto el mapa de distribucion actual como el primer mapa de
distribucién potencial de C. macrostemum, siendo un herramienta Util para futuros

programas de conservacion y reforestacion enriquecida.



Se propusieron como compuestos marcadores quimicos al linalol, a lamentona y a
la pulegona presentes en el aceite esencial, siendo un parametro de control de calidad de
la droga cruda de C. macrostemum mediante al andlisis quimico por cromatografia en

capa fina.

Finalmente, se planteé la generacion de un codigo de barras molecular,
concatenando a los marcadores ITS2, rbcL y rpL32-trnL, constituyendo una de las

primeras propuestas de control de calidad molecular para plantas medicinales.

Xi



1. Introduccioén

La medicina tradicional (MT) es la suma de todos los conocimientos, las
capacidades, las practicas basadas en la teoria, las creencias y las experiencias propias
de diferentes culturas, ya sean explicables o no, utlizadas para mejorar o tratar,
diagnosticar y prevenir las enfermedades fisicas y/o mentales (Organizacion Mundial de la
Salud, 2013). Por ello, es posible decir que hay tantas practicas de MT como grupos
humanos existen, y que todos hacen uso de los recursos naturales que se tengan a su

alcance.

Se estima que México cuenta con 4500 especies vegetales (Martinez, 1989) que
se usan en la MT y de las cuales se tienen pocos registros cientificos de caracter

botanico, quimico y mucho menos genético.

En el aflo de 1989, la Asamblea Mundial de la Salud en las resoluciones del
apartado “WHA42.43 Medicina tradicional y asistencia sanitaria moderna” establece que
los estados miembros (entre éstos México) efectlien, entre otros puntos, la evaluacién
completa de sus sistemas de MT; realizar un inventario sistematico y estudios preclinicos
y clinicos de las plantas medicinales que son utilizadas; medidas de reglamento y control
de los productos elaborados a partir de plantas medicinales, asi como la inclusién de esta
informacién en un formulario o una farmacopea nacional (Asamblea Mundial de la Salud,

1989).

Actualmente, la Estrategia de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre
Medicina Tradicional 2014 — 2023 y, de acuerdo a lo establecido en la WHA 1989, tiene
el propésito de reforzar el conocimiento, el uso y el mantenimiento de la salud de la

poblacion, planteando los siguientes objetivos:



- Politica: integrar la MT en los sistemas nacionales de salud
mediante el desarrollo y la aplicacion de politicas y programas nacionales.

- Acceso: mejorar la disponibilidad y asequibilidad de la MT.

- Uso racional: promover el uso terapéutico racional de la MT entre
los profesionales y los usuarios.

- Seguridad, eficacia y calidad: promover la seguridad, eficacia y
calidad de la MT a través de la investigacion que permita establecer normas
reglamentarias y de garantia de la calidad.

Para cumplir con éstos, la OMS formula que el desarrollo de investigacion vy
creacion de conocimientos permitira gestionar activamente la MT a partir de politicas
nacionales idéneas, reconociendo el papel y las posibilidades de la MT; fortaleciendo los
pardmetros de calidad, seguridad, uso adecuado, eficacia e integracion de la MT
mediante la reglamentacion, capacitacion, y monitoreo constante; fomentando la
cobertura sanitaria universal a través de la integracién de la MT en la prestacion de

servicios y la autoatencion de la salud (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

Actualmente, los Estados Miembros reglamentan los productos herbolarios,
actualizando y aplicando reglas acordes a sus necesidades. Dichos enfoques se orientan
a proteger la salud de los consumidores resguardando la calidad y seguridad de los

productos (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

Como respuesta a lo anterior, la Secretaria de Salud publica la Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), este documento describe los
métodos generales de andlisis y especificaciones técnicas que deberan cumplir las
plantas y sus derivados que se utilicen en la elaboracién de medicamentos y remedios

herbolarios (Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos, 2013).



Actualmente, en la Ciudad de Meéxico, Clinopodium macrostemum, conocido
comunmente como tabaquillo, es una planta medicinal ampliamente comercializada para
aliviar y/o curar padecimientos gastrointestinales, siendo una fuente de ingresos para
recolectores de recursos naturales y campesinos; sin embargo, actualmente se sigue
extrayendo de poblaciones silvestres, lo que conlleva una disminucion considerable de

sus individuos; aunado a esto, C. macrostemum no se encuentra descrita en la FHEUM.

El presente trabajo pretende establecer las condiciones experimentales apropiadas
para la propagacion vegetativa y sexual de C. macrostemum. De manera adicional, se
aportaran parametros preliminares que permitan realizar pruebas de identidad quimica y
molecular a esta especie, enfocadas al control de calidad de la droga vegetal para la

adicién de su monografia en la FHEUM.

2 Marco teérico

2.1 Nomenclatura botanica

Orden: Lamiales Bromhead

Familia: Lamiaceae Martinov

Género: Clinopodium L.

Especie: Clinopodium macrostemum (Moc. & Sessé ex Benth.) Kuntze

(http://www.tropicos.org)



2.1.1 Sinonimias

Calaminta fuchsiifolia Gand., Calamintha macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.)
Benth., Clinopodium laevigatum Standl., Melissa macrostema Moc. & Sessé ex Benth.,
Satureja laevigata (Standl.) Standl., Satureja macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.) Briq.
y Satureja macrostema var. laevigata (Standl.) McVaugh. (Lara-Cabrera et al., 2016;

www.theplantlist.org).

2.2 Nombres comunes

Esta especie presenta distintos nombres dependiendo de la entidad federativa en
la que se presente, entre estos se encuentran: té de monte, toché, atochietl, nurité,
tabaquillo, tabaquillo grande, hierba del borracho, poleo y toronjil (Rzedowski vy

Rzedowski, 2005; Villamar, 1994).

2.3 Descripcién botanica

C. macrostemum es una lamiadcea que se caracteriza por presentar crecimiento
arbustivo, con olor a menta al estrujarla, de 1 a 2 m de alto; tallos erectos, ramas
arqueadas, pubescentes; hojas con peciolos de 2 a 5 mm de largo, limbo ovado u oblongo
a lanceolado, de 1 a 4 cm de largo por 0.6 a 1.5 cm de ancho, apice agudo, margen
aserrado y base redondeada. Las flores suelen presentarse solitarias o agrupadas de 2 o
3 en las axilas de las hojas, pedicelos de 2 a 6 mm de largo y pubescentes; caliz bilabiado
de 7 a 10 mm de largo, con garganta pilosa; corola anaranjada o roja que cambia a un
tono blanquecino o rosado cuando estd seca, mide de 2 a 3.5 cm de largo; muestra
estambres exertos, tecas de las anteras divergentes; el estilo saliente de la corola;

mericarpios ovoides, lisos o reticulados (Garcia-Zufniga, 2005).



2.4 Distribucién y ecologia

En la Ciudad de México su distribucion abarca las delegaciones de Cuajimalpa de
Morelos, Tlalpan y Milpa Alta; en otros estados de la republica se distribuye en Jalisco,
Veracruz, Oaxaca, Guerrero, Colima, Michoacén, Puebla, Sinaloa, Durango (Arizaga, s.f);
habita en climas célidos, semicalidos y templados, entre los 200 y los 1200 metros sobre
el nivel del mar (m snm). Las poblaciones se asocian a bosque tropical caducifolio y
subcaducifolio, bosque espinoso, bosque mesdéfilo de montafia, bosque de encino y de
pino (Rzedowski y Rzedowski, 2005; Ortega-Ortega y Vazquez-Garcia, 2014; Villamar,

1994).

2.5 Informacion histéricay usos tradicionales

De acuerdo a lo publicado en los estudios actuales del Libellus de Medicinalibus
Indorum Herbis (Codice de la Cruz Badiano) en 1992. Se menciona que a la planta
“Cuecuetzpahtli” la utilizaban para tratar dolor estomacal. Ademas, la lamina que se

encuentra en este documento tiene gran similitud con nuestra especie de estudio.

Por otra parte, en las actual publicacién hecha en el 2010, del volumen VIl de La
Real Expedicion Botanica a Nueva Espafia, 1787-1803. Se presentan tres laminas
correspondientes a C. macrostemum, las cuales son nombradas con distinto género y
epiteto especifico cada una: Dondisia integrifolia, Dondisia serrata y Salvia exserta (Figura

1).



Figura 1. Laminas correspondientes a Clinopodium macrostemum tomadas del libro La Real Expedicion
Botanica de la Nueva Espafia. (A) Dondisia integrifolia, (B) Dondisia serrata y (C) Salvia exserta. Figuras
tomadas del libro en cuestion, (1787 — 1803)

Un siglo después se menciona en el tomo | de los Anales del Instituto Médico
Nacional de 1894 a C. macrostemum como parte de un listado de la flora y la fauna que
fueron objeto de analisis y experimentacién con propdésitos médicos para su futura

aplicacion en la medicina (Anales del Instituto Médico Nacional, 1984).

En reportes recientes de la MT destaca el uso de C. macrostemum contra el dolor
de estébmago (en los estados de Morelos, Ciudad de México y Puebla), contra la

indigestion y cdlicos, asi como su empleo para bafios postparto (Villamar, 1994).

Para su uso contra el dolor estomacal, se utilizan las partes aéreas, las cuales se
colocan en agua hirviendo para consumirse como infusiéon (Bello, 2006). La elaboracion
de la infusién contra el dolor de estomacal se prepara agregando ramas con hojas secas
o frescas en agua hirviendo, se dejan de 3 a 5 minutos. Se bebe una taza de la infusién

antes de cada comida, hasta que desaparezcan las molestias (Villamar, 1994).



2.6 Fitoquimica

En un andlisis de los componentes de C. macrostemum se reporta que los
componentes mayoritarios en su aceite esencial son el linalol (1), mentona (2),
isomentona (3), isopulegona (4) y piperitona (Hernandez, 2003). Posteriormente, se
reporta que en el aceite esencial, ademéas, se encuentran mas de 20 componentes
volatiles, entre ellos, los mayoritarios son los compuestos linalol, mentona, 6éxido de

piperitona (6) y la pulegona (7) (Villa-Ruano et al., 2015).

En el extracto hexanico se reporta la presencia del linalol, mentona y pulegona

(Carredn-Abud et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Componentes mayoritarios en el aceite esencial y extracto hexanico de C. macrostemum.

2.7 Farmacologia

2.7.1 Efecto farmacoldgico de los extractos organicos de C. macrostemum

Se ha reportado el efecto antioxidante del extracto metandlico de partes aéreas de
C. macrostemum mediante el ensayo de la inhibicién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

(DPPH), en el cual se usaron las concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 mg/mL del



extracto metanolico; donde el mayor efecto antioxidante se presentd con un 89.87 % a
una concentracion de 100 mg/mL de este extracto (Pérez-Gurtiérrez y Gallardo-Navarro,

2010).

Por otra parte, el efecto hepatoprotector del extracto metandlico de las hojas de C.
macrostemum se evalu6 a las dosis de 200, 400, 600 mg/kg en ratas Wistar, a las cuales
se les midieron los niveles de diversos marcadores bioquimicos: transaminasa glutamico-
piravica, transaminasa gluamica-oxalacetato, fosfatasa alcalina, bilirrubina, lipoproteina de
alta densidad, alanina aminotransferasa. En este trabajo encontraron que la dosis efectiva
fue la de 200 mg/kg, disminuyendo los niveles de la actividad enzimética de los
marcadores bioquimicos mencionados anteriormente (Pérez-Gutiérrez y Gallardo-

Navarro, 2010).

Otros estudios revelan actividad nefroprotectora con las fracciones aisladas del
extracto metandlico de C. macrostemum, usando ratones DC1l como modelo
experimental, en donde las fracciones aisladas promueven la proteccién del rifién ante
compuestos toxicos como el CCI14 a una concentracion de 20 mg/kg obteniendo una
disminucion de la urea plasmatica de 44.78 + 4.87 y de la creatina con 0.67+ 0.009 con

respecto al control (Pérez-Gutiérrez y Gallardo-Navarro, 2010; Gutiérrez, 2012).

2.7.2 Efecto farmacologico del aceite esencial

Se ha reportado el efecto antioxidante del 60% con la prueba de DPPH en
concentraciones que van de los 3 a los 4 mg/mL. Por otra parte, los ensayos enzimaticos
de anti-lipasa, anti-a-glucosidasa y anti-acetilcolinesterasa se realizaron usando
concentraciones de van de 0.2 a 2 mM; no se observaron diferencias significativas que

validaran dichos efectos farmacolégicos (Villa-Ruano et al., 2015).



Por otra parte, la prueba contra actividad antimicrobiana se realiz6 con cepas de
Escherichia coli DH5a, Agrobacterium tumefaciens LBA 4404, Pseudomonas syringae pv
tomato DC3000, P. syringae pv phaseolitica NPS3121, P. syringae pv glycinea,
Pseudomonas stewartii, Erwinia carotovora y Clavibacter michiganensis. Se encontré que
el aceite esencial inhibié el crecimiento de E. carotovora (MIC = 0.145+0.067), A.
tumefaciens (MIC = 0.149+0.032), C. michiganensis (MIC = 0.184+0.016), P. syringae pv
phaseolitica NPS3121 (MIC = 0.381+0.016), P. syringae pv glycinea (MIC = 0.437+0.024)

y E. coli DH5a (MIC = 0.515+0.011) (Villa-Ruano et al., 2015).

Estos estudios no se han llevado a nivel clinico por lo tanto no se cuentan con

investigaciones relacionadas a este nivel.

3 Justificacion

La extraccion indiscriminada de la flora produce la pérdida de diversidad bioldgica,
por lo que es indispensable elaborar estrategias de conservacién que ayuden a aminorar
este panorama. Actualmente, C. macrostemum se comercializa como planta medicinal
generando una reduccion de su presencia en vida silvestre debido a la recolecta excesiva
para su venta; este escenario nos lleva a crear un protocolo de propagacién como

estrategia de conservacion y aprovechamiento sustentable de esta planta.

La actual edicién de la FHEUM cuenta con la descripcion de 51 monografias de
drogas vegetales, 14 monografias de aceites esenciales y monografias
extrafarmacopéicas dentro de las cuales no se contempla a C. macrostemum. Por tal
motivo se pretende establecer pruebas preliminares de identidad quimica, molecular y

boténica que ayuden a la elaboracién de su monografia tipo FHEUM.



4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Establecer los protocolos de propagacion de C. macrostemum, asi como el analisis
preliminar de identidad quimica y molecular que contribuyan a la elaboraciéon de la

monografia farmacopéica de la especie de estudio.

4.2 Objetivos particulares

e Establecer la metodologia de propagacion asexual por estacas y caracterizar las
semillas de C. macrostemum.

e Describir el crecimiento vegetativo y ciclo fenolégico.

e Generar los mapas de distribucién actual y potencial de la especie de estudio.

¢ Generar los ensayos preliminares de identidad quimica por cromatografia en capa
delgada que permitan la caracterizacion de la especie de estudio.

e Determinar el cédigo de barras molecular de la especie de interés a partir de la
secuenciacion de marcadores moleculares de cloroplasto (matk, rbcL, rpl32-trnL y

trnH-psbA) y de nucleo (ITS2).

5 Materiales y métodos

5.1 Material vegetal

Se colecté material vegetal de poblaciones silvestres de C. macrostemum en
distintas fechas asi como de distintas localidades distribuidas en la Ciudad de México, en

los siguientes puntos:
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Localidad: Santa Ana Tlacotenco.

Delegacion: Milpa Alta

Fecha: 11 Agosto del 2016

Coordenadas: 19°11°16.7” N 99°02’5.7” O 2485 m snm

Material colectado: 35 estacas; muestras de tejido para la extraccién de ADN; partes

aéreas para el estudio de identidad quimica.

Localidad: Santa Rosa Xochiac. Parque Nacional del Desierto de los Leones.
Delegacion: Alvaro Obregon

Fecha: 28 Agosto del 2016

Coordenadas: 19°18'17.3"N  99°17'46.3" O

Material colectado: 28 estacas; muestras de tejido para la extraccién de ADN; hojas y

ramas para el estudio de identidad quimica.

Adicionalmente se obtuvo material vegetal fresco y seco, a partir de su compra en

distintas zonas asi como de distinta fecha:

Procedencia: San José Villa de Allende, Estado de México

Lugar de compra: San Pablo Chimalpa, Cuajimalpa de Morelos

Primer fecha de compra: 24 Septiembre del 2016

Material colectado: 45 estacas; hojas y ramas para el estudio de identidad quimica.
Segunda fecha de compa: 12 Marzo del 2017

Material colectado: 130 semillas; hojas y ramas para el estudio de identidad quimica.
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Procedencia: Desconocido

Lugar de compra: Mercado de la Merced

Fecha de compra: 21 Junio 2017

Material colectado: Ramo de Tabagquillo fresco para pruebas de identidad quimica
aplicada.

Costo: 10 pesos mexicanos

Procedencia: Puebla

Lugar de compra: Mercado de Sonora

Fecha de compra: 21 Junio 2017

Material colectado: Ramo de Tabaquillo seco para pruebas de identidad quimica
aplicada.

Costo: 25 pesos mexicanos

5.2 Propagacion

5.2.1 Propagacion por estacas semilefiosas

La propagaciéon por estacas semilefiosas de C. macrostemum se realiz6 en los
invernaderos del Jardin Botanico del Instituto de Biologia, UNAM, ubicado en la Ciudad de
México. Las condiciones al interior de éste son las siguientes: 40% de luz filtrada y una
temperatura promedio dentro del invernadero de 23 °C en agosto, 21°C septiembre y

20°C en octubre. Cada muestra fue sometida a la metodologia descrita en la Figura 3.
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Figura 3. Diagrama de flujo de propagacion por estacas semilefiosas de C. macrostemum.

Debido a que el material vegetal no se colecté en las mismas fecha y de que no se
obtuvo el mismo ndmero de estacas para cada sitio de colecta, se decidié trabajar de la
siguiente manera: en el caso de Santa Ana Tlacotenco se usé un grupo control con cinco
estacas sin enraizador (grupo control) y un grupo experimental con 30 estacas con

enraizador (acido indolbutirico; RADIX) a 1,500 ppm; con respecto al Desierto de los
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Leones se usaron 28 estacas con enraizador a 1,500 ppm vy, finalmente, para las estacas

provenientes de San José Villa de Allende se usaron 45 estacas con enraizador a 10,000

ppm.

5.2.2 Crecimiento vegetativo y ciclo fenolégico

El crecimiento vegetativo se determind mediante el registro semanal del
alargamiento del tallo de cada una de las estacas que desarrollaron raiz y que se
trasplantaron a tierra negra de hoja. Después se obtuvo el promedio general del
alargamiento semanal del tallo para cada uno de los sitios de colecta durante las primeras
seis semanas posteriores a su trasplante. Por otro lado, se describid el ciclo fenolégico
desde el establecimiento de las estacas hasta el desarrollo de botones florales y su

antesis.

5.3 Prueba de viabilidad

Del poco numero de semillas disponibles (96 semillas), se eligieron 10 al azar para
realizar la prueba de viabilidad con cloruro de tetrazolio. Para ello se embebieron durante
24 h en agua destilada; posteriormente se sumergieron en una solucion de cloruro de
tetrazolio al 1% y se dejaron en una incubadora a 37°C durante 2.5 h. Finalmente, se
revisaron bajo el microscopio estereoscoOpico, realizandoles un corte longitudinal para

evaluar el grado de actividad metabolica mediante la coloracion del embrion (Ruiz, 2009).

Para evaluar la viabilidad y caracterizar el fotoblastismo se realiz6 una prueba de

geminacion en la que se usaron 80 semillas elegidas al azar; posteriormente las semillas
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sin ser sometidas a desinfeccion se colocaron en cajas de Petri previamente tapizadas
con toallas multiuso (Scott) humedecidas con agua destilada y distribuidas en grupos de
10 semillas en cada una de estas cajas de Petri; cuatro cajas se cubrieron con aluminio y
cuatro se dejaron expuestas a fotoperiodo natural (Flores y Jurado, 2011). A los seis dias
transcurridos se revisaron las cajas y se tomo registro del nimero de semillas que

germinaron por tratamiento, considerando como germinacion la protrusion de la radicula.

5.4 Mapa de distribucion actual y potencial de C. macrostemum

Para la elaboracion de los mapas, se consultaron los ejemplares del herbario de la
Facultad de Ciencias, UNAM (FCME), del herbario de plantas medicinales del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSSM) y, de manera adicional, se puso a nuestra
disposicién una base de datos del Herbario Nacional de México (MEXU) recopilada por la
M. en C. Virginia Evangelista Oliva, del laboratorio de Etnobotanica, Jardin Botanico IB-
UNAM. Con los registros obtenidos se gener6 una base de datos utilizando el programa
Excel; dicha informaciébn se depurdé para evitar dobles puntos de colecta y se
georreferenciaron las localidades. Para la construccién del mapa de distribucion actual se
utilizé el software ArcGis; se introdujeron los puntos de colecta de C. macrostemum
registrados en Excel como coordenadas, en el eje de las “X” la latitud y el eje de las “Y” la
longitud, proyectadas sobre un mapa del territorio nacional para su visualizacién. En el
caso del mapa de distribucién potencial, se uso el algoritmo de Maxima Entropia (Maxent)
para predecir las areas de distribucion no observadas. Se introdujo la informacién de la
distribucién inicial de la especie en formato “.cvs” y, por otro lado, se introdujo informacion
de variables ambientales (provenientes de WorldClim) dependientes de la especie en
formato “.ascii”, obteniendo asi datos cuantitativos en tablas y graficas, asi como un

archivo “raster” descriptivo del mapa de distribucién potencial.
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5.5 Identidad quimica

5.5.1 Obtencion del aceite esencial y del extracto hexanico

Las partes aéreas de C. macrostemum, se secaron a la sombra y a temperatura
ambiente; se utilizé tanto el material recolectado como material vegetal comercializado en
los mercados Sonora y Merced de la Ciudad de México. Posteriormente, se molieron las
muestras por separado (silvestres y comerciales) hasta obtener un polvo fino utilizando un

molino eléctrico.

La extraccion del aceite esencial se realiz6 a partir de 16.9 g de hojas y tallo
molidos extraidos por hidrodestilacion en 200 mL de agua destilada. De este proceso se
recuperaron 46 mL de la emulsién del aceite esencial y el agua condensada; enseguida
se realizaron dos procesos de reparto usando 46 mL de acetato de etilo. Posteriormente
se concentrd a presion reducida la fase organica que contenia el aceite esencial y se

almaceno en refrigeracion en viales ambar hasta su uso.

El extracto hexanico se realizd a partir 8 g de hojas y tallos molidos, los cuales se
maceraron en 80 mL de hexano, dejandolos macerar durante cinco dias a temperatura
ambiente y protegiéndolos de la exposicion directa a la luz (Carredn-Abud et al., 2015).

Posteriormente, la muestra se filtré y concentré a presion reducida.

5.5.2 Analisis cromatografico

El analisis cromatografico del aceite esencial y del extracto hexanico de C.
macrostemum, se realizé por cromatografia de capa fina (CCF) basado en el Método

General de Andlisis (MGA) 050 de la FHEUM.
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Se utilizaron cromatoplacas de aluminio con silica gel como fase estacionaria, se
evaluaron dos fases maviles: tolueno:acetato de etilo 95:5 (viv) y 90:10 (v/v). Se
prepararon dos soluciones del extracto hexanico al 1%, una con hexano y la segunda con
tolueno, mientras que el aceite esencial se evalug sin diluir. Los estandares de referencia
se prepararon en dilucidon con hexano en las siguientes concentraciones: linalol al 1%,
mentona al 10%, pulegona al 1%, geraniol al 1%, estragol al 1% y eucaliptol al 10%; como
control negativo se usO aceite esencial de Agastache mexicana, ya que a C.
macrostemum se le conoce también con el nombre popular de toronjil, por lo que la
comparacion con A. mexicana puede ser considerado para evitar sustituciones o

adulteraciones del material vegetal.

Las cromatoplacas se observaron a las longitudes de onda de 254 nm y 365 nm, y
se revelaron con una solucién de anisaldehido; la soluciéon reveladora se preparé de
acuerdo a lo descrito en el MGA-FH 0210 de la FHEUM, 2013. Se registrd el factor de
retencion (Ry) para cada compuesto de referencia, con la finalidad de identificarlos en el
aceite esencial y extracto hexanico. Para obtener el R; se calculé el cociente de la
distancia recorrida por el compuesto y la distancia del frente de elucién de la fase mavil)
como se muestra a continuacion (Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos

Mexicanos, 2013):

donde:
a = la distancia recorrida entre el punto de aplicacion y el centro del compuesto de

referencia.

b = la distancia recorrida entre el punto de aplicacién y el frente del disolvente.
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5.6 Identidad molecular

5.6.1 Extraccion de DNA total y Amplificacién de los marcadores moleculares matk,

rbcL, rpL32-trnL, trnH-psbA e ITS2

La extraccion del DNA total se realiz6 utilizando un kit comercial, Plant DNeasy
Mini Kit, QIAGEN, modificAndose la metodologia propuesta por el fabricante (Anexo 1). La
evaluacion del DNA total extraido se realizé por dos métodos: una prueba cuantitativa
utilizando un método espectrofométrico (Nanodrop, Thermo Scientific); y una prueba

cualitativa utilizando una electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

La amplificacién de los marcadores moleculares se realizé por medio de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Cada uno de los marcadores usados contd
con su propias condiciones de concentracion de reactivos, condiciones de temperatura y

tiempo en el termociclador (cuadro 1 - 3).

Cuadro 1. Marcadores moleculares usados para la evaluacion de identidad molecular.

Primer
Region Descripcion

Foward Revers
matkK Maturasa K - cloroplasto matK-KIM1R matK-KIM3F
rbcl Subunidad mayor de RuBisCo -cloroplasto rbclLa-F rbcLa-R
rpl32-trnlL Espaciador intergénico - cloroplasto trnL(UA®) Rpl32-F
trnH-psbA Espaciador intergénico - cloroplasto psbAF trnH2
ITS2 Segundo espaciador transcrito interno del AB101 AB102

cistrén ribosomal nuclear - nucleo

18



Cuadro 2. Condiciones experimentales y concentraciones finales para la amplificacion de los marcadores

moleculares.
Reactivos matK rbcL rpl32-trnL trnH-psbA ITS2
Agua
Buffer KCI 1X 1X 1X 1X 1X
MgCl2 1.5 mM 1mM 1.5 mM 0.66 mM 1.5 mM
d'NTP 0.2mM 0.2 mM 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM
Oligo Fw 0.1 uM 0.1 uM 0.25 uM 0.25 uM 0.6 uM
Oligo Rv 0.1 uM 0.1 uM 0.25 uM 0.25 uM 0.6 uM
TAqQ 0.625 u/uL 0.625 u/uL 1 u/uL 1 u/uL 1 u/pL
polimerasa
DNA 10 ng/uL 10 ng/uL 10 ng/puL 10 ng/pL 10 ng/pL
Cuadro 3. Condiciones de temperatura para la PCR de los marcadores moleculares.
rpl32 ITS2
°C | Tiempo °C | Tiempo
Etapa previa de 2 min 5 min
Desnaturalizacion 95 95
Desnaturalizacion 94 | 1min 94 | 30 seg
Alineamiento 35 53 | 1min 40 56 | 30 seg
Ciclos Ciclos
Extensidn 72 | 2min 72 | 45seg
Etapa posterior a la 10 min 1° min
extension 72 72
Preservado 5 0 5 0
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El analisis de los productos de amplificacion se realizé a través de una electroforesis en

un gel de agarosa al 1%.

5.6.2 Secuenciacién, ediciéon y evaluacion de las secuencias.

Los productos de la amplificaciébn de los marcadores se enviaron al Laboratorio

Nacional de la Secuenciacion Gendmica y de la Salud, UNAM.

Las secuencias obtenidas se alinearon y editaron para generar la secuencia
consenso para cada uno de los productos de amplificacion; la edicién y curado se realiz6
con programas de edicion especializados tales como DNADynamo y Sequencher. La
verificacion de las secuencias obtenidas se realiz6 mediante la comparacién de la base de
datos GeneBank (NCBI) a través de la herramienta de blsqueda Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST).

Para evaluar la capacidad discriminativa de los marcadores se compararon contra
las secuencias depositadas en el GeneBank para los mismos marcadores amplificados
pero de distintas especies del género Clinopodium, con ellas se realizaron arboles
filogenéticos de maxima verosimilitud con el software MEGA (Tamura et al., 2013).
También se realiz6 un andlisis de distancia del cédigo de barras (barcoding gap) con el
programa ABGD (Puillandre et al., 2012) para ver si existe una separaciéon significativa

entre las distancias intra- e interespecificas que permita reconocer a los taxa evaluados.

5.6.3 Construccion del codigo de barras molecular

Con la finalidad de incrementar el nivel de discriminacién de cada marcador

evaluado por separado, se generd una sola secuencia concatenada, la cual sera
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considerado como cédigo de barras molecular que permita la identificacién inequivoca de

la especie de estudio C. macrostemum.

6 Resultados y discusion

6.1 Deposito de ejemplares de herbario

Los ejemplares de herbario se depositaron en la Coleccion del Herbario de la
Facultad de Ciencias (FCME), de la Universidad Nacional Autbnoma de México con los

siguientes numeros de depdsito: 160162 y 160160 (Figura 4)

Figura 4. Ejemplares de herbario depositados en la FCME.
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6.2 Propagacion por estacas semilefiosas

El mayor porcentaje de enraizamiento lo presento el grupo de estacas tratadas con
enraizador a 1,500 ppm obteniendo un 44.16%; mientras que el grupo de estacas tratadas
con enraizador a 10,000 ppm presentd un 28.06% y por ultimo el grupo control no

desarroll6 raices adventicias (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de enraizamiento por tratamiento (IBA a 1,500 ppm n= 12; IBA a 10,000 ppm n=8; control
n=5.). Se indica el error estandar de cada medicion (p < 0.05; prueba de t)

El andlisis estadistico de las medias (prueba de t, p < 0.05) arrojo un valor
p=0.2056, indicando que a un valor de significancia de 0.05 la media de enraizamiento por
tratamiento parece no tener diferencias significativas entre usar cualquiera de las dos
concentraciones de enraizador (IBA; Figura 5). Los resultados obtenidos concuerdan con

lo descrito por Bello et al. (2013). Quienes describen que no hay diferencias significativas
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en usar distintas concentraciones de auxinas (grupo testigo, 200, 400, 600 y 1,500 ppm).
Aunado a esto, también mencionan que no es necesario el empleo de enraizadores para
la propagacion por estacas; sin embargo, la diferencia de enraizamiento de estacas sin
auxinas que ellos obtuvieron (55%) y en contraste con lo que se observl en este proyecto
(0%) puede deberse a distintos factores, como el estado de la planta madre de donde se
obtuvieron las estacas, el tipo de corte, la madurez del material vegetal, el sustrato, asi
como las condiciones ambientales, como lo son la cantidad de luz y la temperatura

durante el proceso de propagacion (Sisaro y Hagiwara, 2016).

Con respecto al crecimiento vegetativo, éste no mostré diferencias significativas en
cuanto al promedio del alargamiento del tallo, ya que el andlisis de la varianza (ANOVA; p
< 0.05) arroj6 un valor p = 0.5987, indicando que el crecimiento de las plantas no presenta
diferencias significativas en relacion al lugar de origen del material vegetal y al desfase de
fechas de su propagacion. Dado que en todos los tratamientos las estacas se obtuvieron
durante el verano, es posible que la estacion en la que se obtuvo el material vegetal sea
la causa por la que no se observaron diferencias significativas con respecto al

alargamiento del tallo (Figura 6 y 7).
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Figura 6. Registro del promedio semanal del alargamiento del tallo por localidad de origen del material: Santa
Ana Tlacotenco n=4; Desierto de los Leones n=10; San José Allende n=4.
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Figura 7. Tasa de alargamiento del tallo por localidad de origen del material vegetal: Santa Ana Tlacotenco
n=4; Desierto de los Leones n=10; San José Allende n=4.
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6.3 Ciclo fenologico

El desarrollo de las plantas a partir de la propagacién por estacas semilefiosas
comprendié cuatro periodos registrados: (1) el desarrollo de raices adventicias, el cual
duré 44 dias para su formacion; (2) el crecimiento vegetativo, con 104 dias de duracion;
(3) el desarrollo de la flor, que corresponde a 46 dias; y (4) la senescencia de la flor que

comprende un periodo de 10 dias (Cuadro 4).

Cuadro 4. Ciclo fenolégico de C. macrostemum. Desarrollo de las plantas a partir de la propagacion por

estacas semilefiosas.

Desarrollo de Duracion

las plantas

(dias) Mes Descripcion
Enraizamiento 44 Agosto-Septiembre Desarrollo de raiz post
induccion por auxinas

Crecimiento 104 Septiembre-Octubre- Crecimiento dado a partir

vegetativo Noviembre- Diciembre del trasplante de las estacas
Desarrollo de 46 Enero Desarrollo del botén floral hasta

flor Su antesis.
Senescencia 10 Enero Duracion de la flor sin polinizar
de laflor
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Los periodos de crecimiento vegetativo y floracibn concuerdan con el ciclo
fenoldgico natural del tabaquillo, debido a que el primero (crecimiento vegetativo) se da
durante el verano, iniciando en junio y terminando en noviembre (periodo de lluvias); el
segundo, la floracién, inicia en el invierno en el mes de diciembre y se extiende hasta la
primavera en el mes de mayo (Aguilar-Ramirez y Manzanilla-Bolio, s.f.). Por otro lado, no
fue posible obtener registros de la duracién del desarrollo de semillas, ya que las flores
no pudieron ser polinizadas; sin embargo, la informacién obtenida indica que las plantas
propagadas por estacas son capaces de producir flores durante el periodo de floracién
habitual, las cuales pueden ser polinizadas para obtener semillas y con ello poderlas
propagar por medio de éstas. Teniendo en cuenta lo anterior y de acuerdo a lo
mencionado por Aguilar-Ramirez y Manzanilla-Bolio, es posible sugerir que el periodo de

fructificacion inicia en el meses de enero y concluye en el mes mayo.

6.4 Prueba de viabilidad

De las semillas que fueron objeto de la prueba de viabilidad con tetrazolio, sélo el
40% mostrd una coloracién rosa-roja del embrién al momento de realizar cortes (Cuadro
5), indicando que tienen la capacidad potencial para germinar (Ruiz, 2009). En relacién a
la prueba de germinacién, el mayor porcentaje se obtuvo con el tratamiento de
luz/oscuridad a fotoperiodo natural (40%), mientras que el tratamiento con solo oscuridad

present6 una germinacién del 20% (Figura 8).
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Cuadro 5. Porcentaje de viabilidad de semillas de C. macrostemum determinada con cloruro de tetrazolio

Porcentaje de viabilidad

Semillas Porcentaje Registro fotogréafico
5
Viables 40% . J@A
No viables
60%
Germinacion
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Figura 8. Porcentaje de germinacion de las semillas de C. m.acrostemum en condiciones de fotoperiodo

natural (luz/oscuridad) y oscuridad. n=40 para cada tratamiento.



El andlisis estadistico del porcentaje de germinacion (prueba de t, p < 0.05) de los
dos tratamientos arrojé un valor p=0.2010, indicando que la media de germinacién para
ambos tratamientos no es distinta, es decir, las semillas germinan tanto en luz como en
oscuridad por lo que son fotoblasticas neutras (Baskin y Baskin, 1989). El porcentaje de
germinacion que se obtuvo coincide con los resultados de la prueba de viabilidad,

indicando que la informacién que se obtuvo es confiable.

6.5 Mapa de distribucién actual y potencial de C. macrostemum

El total de datos de herbario registrados y usados para la construccion de los

mapas fueron 234 puntos de colecta.

De acuerdo al mapa de puntos de C. macrostemum, elaborado apartir de los
registros de herbario, se observa que su distribucion abarca los estados de Sinaloa,
Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Puebla, Estado de México, Querétaro,

Morelos, Ciudad de México y Veracruz ( Figura 9).
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Figura 9. Mapa de distribucién actual de C. macrostemum en México. En color morado se muestran los puntos
de colecta de cada uno de los ejemplares de herbario de C. macrostemum.
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Figura 10. Mapa de distribucién potencial de C. macrostemum. Las tonalidades que van del azul al rojo

indican la probabilidad de presencia de la planta en una region del pais, indicando de una baja hasta una alta

probabilidad de presencia, respectivamente.
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El mapa de probabilidad de presencia de C. macrostemum (Figura 10) muestra
gque esta especie puede distribuirse principalmente a lo largo del eje neovolcanico
transversal; lo anterior se debe al nidmero de sitios de colecta registrados de los
ejemplares. Por otra parte, la variable que al parecer influye mas en la distribucion de esta
especie es la capa “BlOs= temperatura maxima del mes mas calido), seguido de ésta esta
la “BIO10= temperatura media del trimestre mas calido”, enseguida esta la capa de altitud
y por ultimo, “BlO4= estacionalidad en la temperatura”. Esto indica que la distribucion de
C. macrostemum depende tanto de la temperatura como de la altitud. Debido a esto el
mapa muestra que la planta podria distribuirse en el estado de Chiapas, aunque con baja
probabilidad, ya que su presencia se describe en los sistemas montafiosos del occidente

del pais cuyo clima es templado (Rzedowski y Rzedowski, 2005).

6.6 Identidad quimica.
6.6.1 Eleccion del compuesto marcador

De la extraccion del aceite esencial se obtuvieron 0.273 mL con un rendimiento del
1.61%, mientras que la extraccion con hexano se obtuvo 0.119 g de extracto con un
rendimiento del 1.48%. Como se observa en la cromatoplaca (Figura 11) del aceite
esencial de C. macrostemum (C+), usado como control positivo, el cual contiene los tres
compuestos quimicos de referencia pulegona (P), linalol (L) y mentona (M) con un factor
de retencion (Ry) de 0.52, 0.39 y 0.32, respectivamente. Por otro lado, el aceite esencial
de A. mexicana (C-) usado como control negativo, no presenté ninguno de los
compuestos de referencia. El extracto organico solo permitié visualizar la presencia de
pulegona, ya que en éste solo se visualizé una banda que corrié a la misma distancia que

el compuesto de referencia; tanto la pulegona como la mentona no se logran visualizan en
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la cromatoplaca. Finalmente se descart6 el uso del extracto hexanico para el analisis de
identidad quimica, ya que contuvo poca concentracion de los compuestos de interés para

dicho ensayo, provocando que su visualizacion en la cromatoplaca resultara dificultosa.

Figura 11. Perfil de identidad quimica por CCF, revelado con anisaldehido. Cromatoplaca con los estandares
de referencia, aceite esencial y extracto hexanico. P= pulegona, Ry 0.52; L= linalol, Ry 0.39; M= mentona,
Ry 0.32; C+= aceite esencial de C. macrostemum, C- = aceite esencial de Agastache mexicana; Mer = aceite
esencial de muestra del mercado de la Merced; Son = aceite esencial de muestra del mercado de Sonora;

Ex= extracto hexanico de C. macrostemum.

6.6.2 Evaluacion de la identidad quimica de C. macrostemum contra muestras de

mercado

Las dos muestras del aceite esencial de mercado de la Merced (Mer) y de Sonora
(Son) presentaron los tres compuestos de referencia: pulegona, linalol y mentona (Figura

11), ya sea a distinta cantidad, como lo es el caso de la muestra de la Merced, la cual
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present6 menor presencia de los compuestos mencionados. A pesar de esto se concluyo

gue ambas muestras pertenecen a la especie C. macrostemum (C+).

Cabe destacar que la abundancia de los compuestos seleccionados varia en
proporcion quizé al lugar del cual proviene el material vegetal ya que la disponibilidad de
nutrientes puede modificar la presencia de compuestos volatiles, al igual que la cantidad
de luz y la temperatura (Pefiuelas y Llusia, 2001; Torres-Martinez et al., 2014). Ademas,
el perfil quimico de las muestras del aceite esencial provee informacién sobre la
composicion del material vegetal (Mohammad et al., 2010) por lo que la huella quimica del
material analizado debe ser de facil identificacion. Por tal motivo, la cromatografia en capa
fina es una herramienta Gtil y usada frecuentemente para la elaboracion e identificacion de

material vegetal y sus derivados (World Health Organization, 1998).

6.7 Identidad molecular

6.7.1 Extraccion de DNA total y amplificacién de los marcadores moleculares

Se realizaron 16 extracciones de DNA (Cuadro 6), de las cuales 8 correspondieron
a los individuos del Desierto de los Leones (DL); 4 extracciones correspondientes a los
individuos de Santa Anna Tlacotenco (SA); 2 de las muestras de mercado de la Merced y

2 del mercado de Sonora.
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Cuadro 6. Cuantificacion del DNA total extraido de las muestras de C. macrostemum. Se muestra la
concentracion del DNA (ng/uL); el cociente de contaminacion (Azeo/Az2s0) Y el cociente de pureza (Azeo/A230);
DL: muestras de individuos del Desierto de los Leones; SA: muestras de individuos de Santa Ana Tlacotenco
Merced: muestra del ramo de Tabaquillo del mercado de La Merced; Sonora: muestra del ramo de Tabaquillo

del mercado de Sonora.

Cociente Cociente
Muestras extraidas por Concentracién de de
individuos de DNA contaminacion Pureza
ng/ pL A2e0/Azgo A260/A2g0
DL1 7.7 1.47 1.30
DL 1 (segunda extraccion) 7.7 1.54 0.88
DL 2 5.2 1.47 1.52
DL 3 2.9 1.36 1.29
DL 5 334 1.34 0.46
DL 6 6.4 0.98 0.58
DL 7 9.4 1.46 0.63
DL 8 12 1.49 1.23
SA1l 8 1.76 2.31
SA 1 (segunda extraccion) 8.7 1.63 0.92
SA 2 3.8 1.58 1.85
SA 3 3.8 0.80 0.51
Merced 107.5 1.84 1.45
Sonora 74.2 1.91 1.72
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La amplificacion por PCR de los marcadores moleculares a partir de las muestras de
DNA no se logro con éxito a partir de todas las muestras, a pesar de que algunas de ellas
presentaron coeficientes de pureza (Azeo/Azs0) Y contaminacion (Azeo/Azz) adecuados
(pureza: 1.8 — 2 y contaminacion: 1.5-2.2). Por lo que del total de las 16 extracciones
realizadas solo se usaron 7 de ellas: DL1, DL2, DL3, SA2, SA3, Mer y Son. En la figura 12
se presentan los resultados de los andlisis por electroforesis en gel de agarosa de los
productos de amplificacion de los marcadores por PCR de DL y SA. Las amplificaciones

de las muestras del mercado de la Merced y del mercado de Sonora no se presentan.
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Figura 12. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por PCR de los
marcadores moleculares evaluados. Muestras DL1, DL2, DL3, SA2 y SA3. A. Productos de PCR del marcador
matK, =800 pb. B. Productos de PCR de marcador rcbL, =600 pb. C. Productos de PCR del mercador rpL32
trnL, =800 pb. D. Productos de PCR del marcador trnL-psbA, =350 pb. E. Producto de PCRdel marcador
ITS2, =500 pb.
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6.7.2 Evaluacion de la capacidad discriminativa

6.7.2.1 Analisis filogenético y Barcoding gap

Los arboles filogenéticos obtenidos a partir de las secuencias de nucleétidos de los
marcadores moleculares matK, rbcL, rpL32-trnL, trnH-psbA e ITS2 provenientes de
secuencias del GenBank y de las secuencias obtenidas de las muestras de DL y SA

(Anexo 2) se muestran a continuacion.

En el caso de matK, este logra discriminar a nivel de especie a las secuencias de
C. macrostemum del resto de las especies usadas (Clinopodium acinos, Clinopodium
alpinus subsp orontium, Clinopodium chinense, Clinopodium pulegium, Clinopodium
vulgare) agrupandolas en dos clados distintos. Incluso se logré diferenciar a individuos de

distintas localidades (DL y SA) siendo éstos la misma especie (Figura 13).
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Figura 13. Cladograma empleando datos moleculares del marcador matK. En verde se muestra el clado
formado por ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL y SA, en anaranjado se muestra el clado
formado por las especies ajenas a C. macrostemum. DL= Desierto de los leones; SA= Santa Ana Tlacotenco.
Alineacion de la secuencia utilizando el algoritmo MUSCLE, construccion del arbol de maxima verosimilitud
utilizando el modelo Tamura 3—parametros; los numeros debajo de cada nodo representan el porcentaje de

1,000 iteraciones por el método de bootstrap.

El analisis de distancia del codigo de barras (Barcoding Gap) mediante el
programa Automatic Barcoding Gap Discovery (ABGD) agrupa a las secuencias de DL y
SA en el Grupo 1, mientras que C. acinos, C. alpinum ssp. orontium, C. chinense y C.
pulegium, las agrupa en el Grupo 2; sin embargo, no reconoce la totalidad de taxa
evaluados como grupos independientes, sino que los une en un mismo grupo, llegando a
reconocer hasta tres grupos independientes, aun cambiando el limite de divergencia
(Anexo 3). Los resultados demuestran que si bien se reconoce a C. macrostemum como
una especie distinta, no es capaz de discernir toda la diversidad de especies del género;
esto se puede explicar por haber utilizado un solo individuo de las demas especies,

siendo una muestra insuficiente.
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En el caso del marcador rbcL, logré discriminar a nivel de especie a las secuencias
de C. macrostemum del resto de las especies del género (C. acinos, C. chinense y C.

vulgare), agrupandolas en dos clados distintos bien definidos (Figura 14).

SA2 rbclL_Clinopodium_macrostemum

SA3_rbclL Clinopodium_macrostemum
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0.6

Figura 14. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rbcL. En verde se muestra el clado
formado por los ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL y SA, en anaranjado se muestra el clado
formado por otras especies del género Clinopodium. DL= Desierto de los Leones; SA= Santa Ana Tlacotenco.
Alineacion de la secuencia utilizando el algoritmo MUSCLE, construccion del arbol de maxima verosimilitud
utilizando el modelo Jukes-Cantor; los niumeros debajo de cada nodo representan el porcentaje de 1,000

iteraciones por el método de bootstrap.

En cuanto al analisis por ABGD usando un limite de divergencia “P” establecido
entre 0.001 y 0.028, pudo reconocer hasta 3 grupos. El primero de ellos (Grupo 1) lo
conforman los individuos: DL1, DL2, DL3, SA2 y SA3; el Grupo 2: C. acinos, y el Grupo 3:
C. chinense y C. vulgare. La informacion mostr6 que las secuencias de DL y SA
corresponden a un solo grupo, coincidiendo con su identidad taxonémica; mientras que

los demés ejemplares se separaron en dos grupos distintos (Anexo 4). Los resultados
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demuestran que el nimero de grupos es muy parecido a lo observado en el analisis

filogenético.

El uso del marcador trnH-psbA, no logré discriminar a nivel de especie a las
secuencias de C. macrostemum del resto de las especies usadas; si bien coloca a C.
chinense junto con Clinopodium ashei en un solo clado, el siguiente clado contiene a los
individuos de C. macrostemum de la localidad de Desierto de los Leones junto con C.
dentatum, C. georgianum y C. vulgare, asociando dicho clado a los individuos de C.

macrostemum colectados en la localidad de Santa Ana (Figura 15).
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Figura 15. Cladograma empleando datos moleculares del marcador trnH-psbA. En verde se muestran los

ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL y SA, en anaranjado se muestran otras especies del
género Clinopodium. DL= Desierto de los Leones; Santa Ana Tlacotenco. Alineacién de la secuencia
utilizando el algoritmo MUSCLE, construccion del arbol de maxima verosimilitud utilizando el modelo Tamura
3-parametros; los nimeros debajo de cada nodo representan el porcentaje de 1,000 iteraciones por el método

de bootstrap.
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Por otra parte, el analisis de distancia de codigo de barras mediante ABGD mostré
6 grupos conformados de la siguiente manera: Grupol: DL1, DL2 y DL3; Grupo 2: SA2 y
SAS3; Grupo 3: C. ashei; Grupo 4: C. chinense; Grupo 5: C. dentatum y C. georgianum;
Grupo 6: C. vulgare. Las secuencias de DL y SA presentaron variaciones ya que se
agruparon en dos grupos distintos, pero no se mezclaron con otros taxa; en cuanto a las
secuencias de las demés especies usadas, las unié en un tercero, cuarto, quinto y sexto
grupo. Lo anterior usando un limite de divergencia entre 0.001 y 0.028. Los resultados
arrojaron que el numero de grupos creado es bastante cercano (Anexo 5) al numero de
particiones de grupos esperados de acuerdo a las secuencias empleadas y a lo

observado en el analisis filogenético.

El marcador rpL32-trnL logré discriminar a nivel de especie a las secuencias de C.
macrostemum del resto de las cinco especies usadas (C. arkansanum, C. ashei, C.
dalmaticum, C. taxifolium y C. vulgare). Incluso hizo distincién entre individuos de la
misma especie de distinta zona de colecta (DL y SA), esto de acuerdo al andlisis

filogenético (Figura 16).
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Figura 16. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rpL32-trnL. En verde se muestran los
ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL y SA, en anaranjado se muestran otras especies del
género Clinopodium. DL= Desierto de los Leones; Santa Ana Tlacotenco. Alineacién de la secuencia
utilizando el algoritmo MUSCLE, construccion del arbol de maxima verosimilitud utilizando el modelo Tamura
3-parametros; los nimeros debajo de cada nodo representan el porcentaje de 1,000 iteraciones por el método

de bootstrap.

A su vez, el analisis de Barcoding Gap mediante ABGD mostré cinco grupos:
Grupo 1: DL1, DL2 y DL3; Grupo 2: SA2, SA3 y C. ashei; Grupo 3: C. arkansanum; Grupo
4: C. dalmaticum y C. vulgare; y Grupo 5: C. taxifolium. Las secuencias de C.
macrostemum originarias de DL y SA presentaron variaciones en sus secuencias que las
agrup6 en dos grupos distintos, pero llegé a incluir dentro de los individuos de SA a la
especie C. ashei; en cuanto a las secuencias de las demas especies las dividié en tres
grupos mas. Lo anterior usando un limite de divergencia de 0.001. El Grupo 2, al incluir a

una especie distinta, difiere a lo observado en el andlisis filogenético (Anexo 6).
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En relacion al marcador molecular ITS2, éste agrupé en dos clados distintos a los
individuos de DL y SA con respecto al resto de las especies analizadas (C. ashei, C.
fasciculatum y C. sericeum). DL y SA formaron un clado interno, el cual pertenece a un
clado méas grande, constituido por las tres especies de Clinopodium distintas a C.

macrostemum (Figura 17).
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Figura 17. Cladograma empleando datos moleculares del marcador ITS2. En verde se muestra los ejemplares

de C. macrostemum provenientes del DL y SA, en anaranjado se muestran otras especies de Clinopodium.
Alineacion de la secuencia utilizando el algoritmo MUSCLE, construccion del arbol de maxima verosimilitud
utilizando el modelo Tamura 3—parametros; los nimeros debajo de cada nodo representan el porcentaje de

1,000 iteraciones por el método de bootstrap.

El andlisis de distancia de cédigo de barras (Barcoding Gap) con un limite de
divergencia “P” establecido de 0.001 a 0.12, mostrdé que las secuencias de DL y SA
corresponden a una sola especie uniéndolas en el Grupo 1, mientras que las demas
secuencias las agrupa en el Grupo 2: C. ashei, C. fasciculatum y C. sericeum (Anexo 7).

Los resultados permiten diferenciar a C. macrostemum del resto de las especies, pero no
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diferencia a las especies restantes entre si, probablemente debido al reducido nimero de

individuos analizados.

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de los arboles filogenéticos v,
parcialmente apoyados, por el andlisis de Barcoding Gap, se tomo la decision de usar 4
de los 5 marcadores propuestos, ya que s6lo matK, rbcL, rpL32-trnL e ITS2 lograron
discriminar la secuencia de C. macrostemum del resto de las secuencias de distintas

especies obtenidas de GenBank; por este motivo se excluyo a trnH-psbA.

Posteriormente, los cuatro marcadores anteriormente mencionados fueron puestos
a prueba contra dos muestras provenientes de los mercados de la Merced y de Sonora
(una muestra por cada uno de los mercados), las cuales previamente fueron identificadas
como C. macrostemum de acuerdo a las pruebas de identidad quimica por CCF
realizadas. Con el fin de corroborar la eficacia de los marcadores moleculares, se
elaboraron nuevos arboles filogenéticos en los cuales se incluyeron las secuencias
descargadas de GenBank y las secuencias obtenidas de DL, SA, mercado de Sonora y de

la Merced. A continuacion se muestran los resultados de dicho analisis.

En el caso del segundo arbol filogenético construido para matK, revel6 que no es
un buen marcador molecular como se habia pensado previamente, debido a que el
arreglo del cladograma las muestras de los mercados de la Merced y de Sonora estan
mas relacionadas a C. chinense, C vulgare, C. pulegium, C acinos y C. alpinum ssp.

orontium que con las muestras de DL y SA (Figura 18).
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Figura 18. Cladograma empleando datos moleculares del marcador matK, incluyendo muestras de mercado.
En verde se muestran los ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL, SA y de mercado; en
anaranjado se muestran otras especies distintas de Clinopodium. DL= Desierto de los leones; SA= Santa Ana
Tlacotenco. Alineacion de la secuencia utilizando el algoritmo MUSCLE, construccién del arbol de maxima
verosimilitud utilizando el modelo Tamura 3-parametros; los nimeros debajo de cada nodo representan el
porcentaje de 1,000 iteraciones por el método de bootstrap.

En cuanto al marcador rbcL, al incorporar las secuencias de las muestras de
mercado, el cladograma construido sigue agrupando a las secuencias de C.
macrostemum en un clado mientras mantiene agrupando en otro clado a otras especies

de Clinopodium (Figura 19)
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Figura 19. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rbcL, incluyendo muestras de mercado.
En verde se muestran los ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL, SA y de mercado; en
anaranjado se muestran otras especies de Clinopodium DL= Desierto de los leones; SA= Santa Ana
Tlacotenco. Alineacion de la secuencia utilizando el algoritmo MUSCLE, construcciéon del arbol de maxima
verosimilitud utilizando el modelo Jukes-Cantor; los nUmeros debajo de cada nodo representan el porcentaje

de 1,000 iteraciones por el método de bootstrap.

El cladograma construido con las secuencias de rpL32-trnL mostré que las
secuencias de C. macrostemum de SA son mas parecidas a las de C. arkansanum, C.
taxifolium y C. ashei, debido a que las agrupa en un clado. Por otra parte las secuencias
de DL y mercado las agrupa en un solo clado por su parentesco en la secuencia de

nucleétidos (Figura 20).
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Figura 20. Cladograma empleando datos moleculares del marcador rpL32-trnL, incluyendo muestras de
mercado. En verde se muestran los ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL, SA y de mercado; en
anaranjado se muestran otras especies de Clinopodium. DL= Desierto de los leones; SA= Santa Ana
Tlacotenco. Alineacion de la secuencia utilizando el algoritmo MUSCLE, construccién del arbol de maxima
verosimilitud utilizando el modelo Tamura 3-parametros; los nimeros debajo de cada nodo representan el

porcentaje de 1,000 iteraciones por el método de bootstrap.
Por dltimo, el marcador molecular ITS2 mantuvo agrupadas a las secuencias de
DL, SA, mercado de la Merced y Sonora en un solo clado; mientras que agrupa a C.

fasciculatum, C. asheiy C. sericeum en un clado distinto (Figura 21).
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Figura 21. Cladograma empleando datos moleculares del marcador ITS2, incluyendo muestras de mercado.
En verde se muestran los ejemplares de C. macrostemum provenientes de DL, SA y de mercado, en
anaranjado se muestran otras especies de Clinopodium. DL= Desierto de los leones; SA= Santa Ana
Tlacotenco. Alineacion de la secuencia utilizando el algoritmo MUSCLE, construccion del arbol de maxima
verosimilitud utilizando el modelo Tamura 3—parametros; los nimeros debajo de cada nodo representan el
porcentaje de 1,000 iteraciones por el método de bootstrap.

Debido a que los marcadores moleculares trnH-psbA y matK no lograron
discriminar las secuencias de C. macrostemum, se decidi6 no contemplarlos como
candidatos para la elaboracién del cédigo de barras. Por lo tanto, los marcadores elegidos

para elaborar el codigo de barras fueron los siguientes: ITS2, rbcL y rpL32-trnL.

Finalmente, el cladograma general mostr6 un arreglo con dos clados, uno
correspondiente a los individuos del Desierto de los Leones y otro correspondiente a los

individuos de Santa Ana Tlacotenco (Figura 22).
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Figura 22. Cladograma empleando datos moleculares concatenados de los marcadores: ITS2, rbcL, y rpL32-
trnL. DL= Desierto de los leones; SA= Santa Ana Tlacotenco. Alineacion de la secuencia utilizando el
algoritmo MUSCLE, construccion del arbol de méxima verosimilitud utilizando el modelo Tamura 3—
parametros; los nimeros debajo de cada nodo representan el porcentaje de 1,000 iteraciones por el método
de bootstrap.

Se ha descrito que matK muestra una alta discriminacién de especies, por ello se
postula como un marcador molecular para plantas (Chase et al., 2007); sin embargo, su
uso en la elaboracién del cédigo de barras para esta especie no resulté ser adecuado, ya
gue, como se ha mencionado, no distingue correctamente entre las especies del género
Clinopodium usadas en este trabajo. Existe la propuesta de usar matK junto con trnH-
psbA y otros marcadores para elaborar cédigos de barras estandarizados para plantas

usandolos en combinacion con otras regiones de DNA (Chase et al., 2007).
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En cuanto a rcbL, ha demostrado en estudios de identificacion de plantas
vasculares un porcentaje del 80% de identificacién a nivel de género (Braukmann et al.,
2017). En este trabajo, rbcL fue un buen candidato para su uso como codigo de barras
para el género Clinopodium al lograr discriminar a la especie C. macrostemum del resto
de las especies usadas. Ademas, rbcL es un marcador usado en combinacién con
algunos otros marcadores para la distinguir especies pertenecientes a la familia

Lamiaceae (Zahra y Shinwari, 2016).

El marcador molecular rpl32-trnL (Shaw et al., 2007), hizo distincion entre
secuencias de la especie C. macrostemum; sin embargo, su eficacia varia un poco al no
separar en grupos distintos a algunos ejemplares de Clinopodium. Este marcador es
relativamente nuevo y poco explorado, aun asi ofrece una fuerte variacién informativa en
Su secuencia, por lo que es postulado como una regién que puede ser Gtil para estudios

moleculares de identificacion de especies a bajo nivel taxonémico (Shaw et al., 2007).

A pesar de que trnH-psbA es uno de los marcadores mas usados y postulados
como una secuencia Util en la elaboraciéon de un codigo de barras en plantas debido a que
posee un alto grado de discriminacién a nivel de especie (Kress et al., 2005), no fue
adecuado su uso en este trabajo, ya que el grado de discriminacion en el género
Clinopodium, no fue el esperado debido a que agrupd a los distintos ejemplares de C.
macrostemum con otras especie del mismo género. Por esta razén, su uso en la
elaboracion del codigo de barras de C. macrostemum no es de utilidad, ya que se
requiere que pueda diferenciar a nivel de especie y no a nivel de género como se ha
reportado en otros trabajos; posiblemente pueda usarse como un cdodigo de barras

complementario para la identificacion de especies (Lahaye et al., 2008; Chen et al., 2010).

En cuanto al marcador molecular ITS2, éste logré distinguir entre especies del

mismo género Clinopodium. Se ha reportado que ITS2 posee un alto grado de éxito en la
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identificacion de taxones de plantas no solo a nivel de familia, sino que es capaz de
distinguir taxa estrechamente relacionados a nivel de género y especie (Chen et al., 2010;
Han et al., 2012). Por ello, este marcador es un potencial codigo de barras universal y
como tal, es un buen candidato para identificar distintos taxones de plantas, tanto
monocotiledéneas como dicotiledoneas que se usan en la MT (Chen et al., 2010; Yao et

al., 2010).

Con respecto al analisis de distancia del cddigo de barras (Barcoding Gap), éste
es un analisis obligado para el estudio de codigo de barras que brinda una aproximacion
sobre el parentesco de los taxa utilizados para el analisis. Sin embargo, dicha prediccién
cae en el problema de no ser lo suficientemente confiable si no se cuenta con un gran
numero de muestras (Wiemers y Fiedler, 2007), lo que provoca predicciones erréneas al
agrupar especies sin relacion taxondémica suficientemente cercana. Es por esto que se
omitié su uso durante las evaluaciones posteriores de los marcadores moleculares al usar

las muestras de mercado.

C. macrostemum, forma parte del conjunto de plantas usadas en la MT mexicana.
Es sabido que en nuestro pais, el uso de plantas medicinales para aliviar o curar
enfermedades ha existido desde la época precolombina y ha permanecido hasta nuestros
dias; en cada uno de los mercados populares del territorio nacional, se encuentran
expendios de plantas medicinales (Figueroa-Hernandez, 2009) y en ellas se encuentra C.
macrostemum. Se estima que existen alrededor de 4000 especies de plantas usadas en
la MT en nuestro pais y que los estudios de investigacion que validan la actividad quimica,
farmacoldgica y biomédica de los principios activos se han llevado a cabo solo en el 5 %

de estas especies (Ocegueda et al., 2005).

Con los resultados obtenidos del presente estudio de C. macrostemum, y con la

informacién que ya se tiene sobre estudios etnobotanicos, fenol6gicos, fitoquimicos y
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farmacoldgicos que validan su uso actual en distintas regiones del pais asi como algunos
de los principios activos que se le han reportado, su integracion a la FHEUM es cada vez
mas cerca. Sin embargo aln es indispensable realizar estudios a nivel clinico que den
mas peso Y reflejen el uso seguro de esta planta para su futura incorporacion a dicho

documento.
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7. Conclusiones

El método de propagacién por estacas enraizadas con auxinas a concentraciones
de 1,500 y 10,000 ppm de C. macrostemum fue eficaz.

Las semillas presentaron fotoblastismo neutro y un porcentaje del 40% de
viabilidad.

Las estacas trasplantadas a tierra fértil continuaron su ciclo de desarrollo
fenoldgico habitual, como en las poblaciones silvestres.

Se generaron los mapas de distribucion actual y el primer mapa de distribucion
potencial de C. macrostemum, siendo una herramienta para futuros programas de
propagacion y reforestacion enriquecida.

Se proponen como compuestos marcadores al linalol, a la mentona y a la
pulegona, presentes en el aceite esencial, siendo un pardmetro de control de
calidad de C. macrostemum.

Se propone como cddigo de barras molecular concatenado a los marcadores
ITS2, rbcL y rpL32-trnL, generando una de las primeras propuestas de control de

calidad molecular para plantas medicinales.
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8. Perspectivas

La realizaciébn de un manual del protocolo de propagacion de C. macrostemum para

agricultores y colectores de plantas medicinales para su produccion y venta.

Evaluar el efecto del aceite esencial y de los extractos organicos de C. macrostemum en
estudios de farmacologia que no han sido contemplados, por ejemplo: actividad

antimicrobiana contra tuberculosis y otras enfermedades infecciosas no evaluadas.

Evaluacién de los marcadores moleculares y quimicos en productos preparados derivados

de C. macrostemum para el control de calidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de DNA

1.- Seleccion del tejido de muestra: pesar 20 mg de hojas jévenes y colocar en tubos
eppendorf a -70 °C por lo menos 4 h.

2.-Pulverizar durante dos minutos a 50 oscilaciones por segundo en el Tissuelyser,
QIAGEN. De ser necesario pulverizar una segunda vez.

3.- Centrifugar la muestra durante un minuto a 8,000 x g

4.- Adicionar 400 uL de buffer AP1, enseguida colocar 4 yL de ARNasa y mezclar con
vortex, centrifugar por 10 segundos.

5.- Incubar 15 min a 65°C, mezclar por inversion cada 3 minutos.

6.-Anadir 130 pL de buffer P3. Mezclar con vortex e incubar 5 minutos en hielo.
7.-Centrifugar la muestra 5 minutos a 16873 x g.

8.-Retirar el sobrenadante y colocarlo en una columna QIAshedder mini spin colocada en
un tubo colector de 2 mL. Centrifugar 2 min a 16873 x g.

9.- Transferir el filtrado a un tubo nuevo, 450 uL aproximadamente, sin perturbar el pellet
formado.

11.-Agregar 1.5 volumenes, e.g. 675 yL de buffer AW1. Mezclar por pipeteo.

12.- Transferir, incluso con precipitado), 650 pL a una columna DNeasy mini spin colocada
previamente en un tubo colector de 2 mL

13.- Centrifugar 1 min a 8000 x g .

14.- Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL y adicionar 500 uL de buffer
AW?2. Centrifugar 1 min a 8000 x g y descatrtar el filtrado. Rpetir los pasos 13 y 14 con el

resto de la muestra y descartar el filtrado.
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15.- Anadir 500 yL mas de buffer AW2. Centrifugar 5 minutos a 16873 x g.

16.-Transferir la columna a un nuevo tubo colector de 2 mL.

17.- Adicionar 50 L de buffer AE, incubar 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente centrifugar 1 minuto a 8,000 x g.

18.- AAdadir 75 uL de buffer AE, incubar 15 minutos a temperatura ambiente y centrifugar 1

minuto a 8000 x g.
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Anexo 2. Secuencias de los marcadores moleculares usados

Alineamientos de las secuencias de C. macrostemum para cada uno de los

marcadores moleculares usados, mediante CLUSTAL multiple sequence alignment by

MUSCLE (3.8)

matk

Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matk

SA2 matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matk

SA2 matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matK

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matk

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matk

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

CGCCCAGGGTACAGATGTTTCTTCTTTACATTCATTACGGGTCTTTCTCAACGAATATTG
CGCCCAGGGTACAGATGTTTCTTCTTTACATTCATTACGGGTCTTTCTCAACGAATATTG
AGCACAGAGAGTCGAAGTATATACTTT--ATTCGATAC---------~-—=—== -~ -~
AGCACAGAGAGTCGAAGTATATACTTT--ATTCGATAC - - -~ ——mmm e oo -
AGC-CAGAGAGTCGAAGTATATACTTT--ATTCGATAC - - - —— - —mmm e oo -
AGC-CAGAGAGTCGAAGTATATACTTT--ATTCGATAC-- -~~~ -~~~ —=—-= -~ -~

AGC-CAGAGAGTCGAAGTATATACTTT - -ATTCGATAC- - === -=~=-==-~-~~~~~~-

GAATTGGAATAGTCTTCTTACTCCAAAGAAAGTCAGCTTCTCTTTGTCAAAAAGARATCA
GAATTGGAATAGTCTTCTTACTCCAAAGAAAGTCAGCTTCTCTTTGTCAAAAAGARATCA

-------- AAACTCCTTTTTTTGCA- -~ -- -~ -~ AGATCCGCTATGATAATGAGAAA - - -
-------- AAACTCCTTTTTTTGCA- -~ -- -~ -~ AGATCCGCTATGATAATGAGAAA - - -
-------- AAACTCCTTTTTTTGCA- -~ -- -~ -~ AGATCCGCTATGATAATGAGAAA - - -
-------- AAACTCCTTTTTTTGCA- -~ -- -~ -~ AGATCCGCTATGATAATGAGAAA - - -
-------- AAACTCCTTTTTTTGCA- -~ -- -~ -~ AGATCCGCTATGATAATGAGAAA - - -

AAGGTTATTTTTTTTCTTATATAATTCTCATGTATGTGAATACGAATC - - - - - TATTTTC
AAGGTTATTTTTTTTCTTATATAATTCTCATGTATGTGAATACGAATC - - - - - TATTTTC
----- TATTTCT---------------GCATATACGCGAAAATCGGTCAATAATATTAGA
----- TATTTCT---------------GCATATACGCGAAAATCGGTCAATAATATTAGA
----- TATTTCT---------------GCATATACGCGAAAATCGGTCAATAATATTAGA
----- TATTTCT---------------GCATATACGCGAAAATCGGTCAATAATATTAGA
----- TATTTCT---------------GCATATACGCGAAAATCGGTCAATAATATTAGA
GTCTTTCTACGTAACC- -AATCTTTTCATTTACGA------ TCAACATCTTCTGGAGTCC
GTCTTTCTACGTAACC- -AATCTTTTCATTTACGA------ TCAACATCTTCTGGAGTCC

ATCTGATAACTCAGCCCGAATCGGCTTACTAATGGGATGCCCCAATACGTTACAAAATTT
ATCTGATAACTCAGCCCGAATCGGCTTACTAATGGGATGCCCCAATACGTTACAAAATTT
ATCTGATAACTCAGCCCGAATCGGCTTACTAATGGGATGCCCCAATACGTTACAAAATTT
ATCTGATAACTCAGCCCGAATCGGCTTACTAATGGGATGCCCCAATACGTTACAAAATTT
ATCTGATAACTCAGCCCGAATCGGCTTACTAATGGGATGCCCCAATACGTTACAAAATTT

EEE EE R BB REER ERE ] EET I 1] ® %
TTCTTGAACGAATCT ----==-=-=-=-----~ ATTTCTATAGAAAAATAGAATGTCTTATG
TTCTTGAACGAATCT ----==-=-=-=-----~ ATTTCTATAGAAAAATAGAATGTCTTATG

AGCTTTAGCCAATTCCGCAATCAGAGGAATAATTGGAACAAGAGTATCGAGCTTCTTAAT
AGCTTTAGCCAATTCCGCAATCAGAGGAATAATTGGAACAAGAGTATCGAGCTTCTTAAT
AGCTTTAGCCAATTCCGCAATCAGAGGAATAATTGGAACAAGAGTATCGAGCTTCTTAAT
AGCTTTAGCCAATTCCGCAATCAGAGGAATAATTGGAACAAGAGTATCGAGCTTCTTAAT

AGCTTTAGCCAATTCCGCAATCAGAGGAAT AATTGGAACAAGAGTATCGAGCTTCTTAAT
BEE R R REE EEE * % Ok EE RE EEEEE
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Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matk

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matk

SA2 matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matK

SA2 matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matK

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matK

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matK

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matK

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

AACGTTTTTGTT----- AAGGATTTTCGGGCGAACCTATGGTTGGTCGAGGAACCCTGCA
AACGTTTTTGTT----- AAGGATTTTCGGGCGAACCTATGGTTGGTCGAGGAACCCTGCA
AGCATTATTGATTAGAAATGAATTTT--------- CTAAAATTTGACCCCATACCACGGA
AGCATTATTGATTAGAAATGAATTTT--------- CTAAAATTTGACCCCATACCACGGA
AGCATTATTGATTAGAAATGAATTTT--------- CTAGAATTTGACCCCGTACCACGGA
AGCATTATTGATTAGAAATGAATTTT--------- CTAGAATTTGACCCCGTACCACGGA
AGCATTATTGATTAGAAATGAATTTT--------~ CTAGAATTTGACCCCGTACCACGGA

TGCATTATATT - - AGGTATCAAAGAAAATCCATTCTGGCTTCCAAAGGGA -~ -~~~ -~~~
TGCATTATATT - - AGGTATCAAAGAAAATCCATTCTGGCTTCCAAAGGGA -~ -~~~ -~~~
AGGGTTCATTTGCACGTTTGAAAGATAGCCCA- - - - AAATTTCAAGGGAATGCTTGGGAA
AGGGTTCATTTGCACGTTTGAAAGATAGCCCA- - - - AAATTTCAAGGGAATGCTTGGGAA
AGGGTTCATTTGCACGTTTGAAAGATAGCCCA- - - - AAATTTCAAGGGAATGCTTGGGAA
AGGGTTCATTTGCACGTTTGAAAGATAGCCCA- - - - AAATTTCAAGGGAATGCTTGGGAA
AGGGTTCATTTGCACGTTTGAAAGATAGCCCA- - - - AAATTTCAAGGGAATGCTTGGGAA
------- CATCC---CTTTTCATGAATAAATGGAAATTAAATCTTGTCACTTTTTGGCAA
------- CATCC---CTTTTCATGAATAAATGGAAATTAAATCTTGTCACTTTTTGGCAA
ATTGGTTTATCCAAATTCTTCTTGGATGAAACCACACAGAAAAATGCCATTGCCAAAAAG
ATTGGTTTATCCAAATTCTTCTTGGATGAAACCACACAGAAAAATGCCATTGCCAAAAAG
ATTGGTTTATCCAAATTCTTCTTGGATGAAACCACACAGAAAAATGCCATTGCCAAAAAG
ATTGGTTTATCCAAATTCTTCTTGGATGAAACCACACAGAAAAATGCCATTGCCAAAAAG

ATTGGTTTATCCAAATTCTTCTTGGATGAAACCACACAGAAAAATGCCATTGCCAAAAAG
e ERE S T I T ® % ok R OKK X *

TGGCATTTTTCTGTGTGGTTTCATCCAAGAAGAATTTGGATAAACCAATTTCCCAAGCAT
TGGCATTTTTCTGTGTGGTTTCATCCAAGAAGAATTTGGATAAACCAATTTCCCAAGCAT

TGACAAGATTTAATTTCCATTTATTCATGAAAAG - ~GBAT -~ - === == === === - - GT
TGACAAGATTTAATTTCCATTTATTCATGAAAAG- - ~GGAT - = === === == == —= === GT
TGACAAGATTTAATTTCCATTTATTCATGAAAAG- - ~GGAT - = === === === —— - - GT
TGACAAGATTTAATTTCCATTTATTCATGAAAAG- - ~GGAT - === - === ==————--- GT
TGACAAGATTTAATTTCCATTTATTCATGAAAAG- - ~GGAT - === - === ==————--- GT

TCCCTTGAAATTT----TGGGCTATCTTTCAAACGTGCAAATGAACCCTTCCGTGGTACG
TCCCTTGAAATTT----TGGGCTATCTTTCAAACGTGCAAATGAACCCTTCCGTGGTALG
CCCTTTGGAAGCCAGAATGGATTTTCTTTGATACCT - -AATATAATGCATGCAGGGTTCC
CCCTTTGGAAGCCAGAATGGATTTTCTTTGATACCT - -AATATAATGCATGCAGGGTTCC
CCCTTTGGAAGCCAGAATGGATTTTCTTTGATACCT - -AATATAATGCATGCAGGGTTCC
CCCTTTGGAAGCCAGAATGGATTTTCTTTGATACCT - -AATATAATGCATGCAGGGTTCC
CCCTTTGGAAGCCAGAATGGATTTTCTTTGATACCT - -AATATAATGCATGCAGGGTTCC

BE KKK KX BEE K ORRERR R ORE K KX EEE A B L
GGGTCAAATTCTA--------- GAAAATTCATTTCTAATCAATAATGCTATTAAGAAGCT
GGGTCAAATTCTA--------- GAAAATTCATTTCTAATCAATAATGCTATTAAGAAGCT
TCGACCAACCATAGGTTCGCCCGAAAA----- TCCTTAACAAAAACGTTCATAAGACATT
TCGACCAACCATAGGTTCGCCCGAAAA----- TCCTTAACAAAAACGTTCATAAGACATT
TCGACCAACCATAGGTTCGCCCGAAAA----- TCCTTAACAAAAACGTTCATAAGACATT
TCGACCAACCATAGGTTCGCCCGAAAA----- TCCTTAACAAAAACGTTCATAAGACATT
TCGACCAACCATAGGTTCGCCCGAAAA----- TCCTTAACAAAAACGTTCATAAGACATT

L % Kok XK B ORE K KKK KR K K REREX *

CRATACTCTTGTTCCAATTATTCCTCTGATTGCGGAATTGGLTAAAGCTAAATTTTGTAA
CRATACTCTTGTTCCAATTATTCCTCTGATTGCGGAATTGGLTAAAGCTAAATTTTGTAA

CTATTTTTCTATAGAAAT---------------- AGATTCGTTCAAGAAGGACTCCAGAA
CTATTTTTCTATAGAAAT---------------- AGATTCGTTCAAGAAGGACTCCAGAA
CTATTTTTCTATAGAAAT---------------~- AGATTCGTTCAAGAAGGACTCCAGAA
CTATTTTTCTATAGAAAT---------------~- AGATTCGTTCAAGAAGGACTCCAGAA
CTATTTTTCTATAGAAAT---------------~- AGATTCGTTCAAGAAGGACTCCAGAA
EE L T R LEE ok %
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Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matK

SA2_matkK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matkK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matkK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matK

SA2 matkK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matkK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matK

Muestra_Sonora_matK

SA2_matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

Muestra_merced_matk

Muestra_Sonora_matK

SA2 matK_Clinopodium_macrostemum
SA3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL1_matK_Clinopodium_macrostemum
DL3_matK_Clinopodium_macrostemum
DL2_matK_Clinopodium_macrostemum

rbcL

DL1_rbel_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA2_rbel_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbel_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbcl

Mercado_Sonora_rbecl

DL1_rbel_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbel_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbel_Clinopodium_macrostemum
SA2_rbcl_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbcl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbcl

Mercado_Sonora_rbcl

DL1_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbcl_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbcl_Clinopodium_macrostemum
SA2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbcl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbclL

Mercado_Sonora_rbcl

CGTATTGGGGCATCCCATTAGTAAGCCGATTCGGGCTGAGTTATCAGATTCTAATATTAT
CGTATTGGGGCATCCCATTAGTAAGCCGATTCGGGCTGAGTTATCAGATTCTAATATTAT

GATATTGA------ TCGTAAATGAAAAGATT - -GGTTACGTAGAAAGACGAAAATA- - - -
GATATTGA------ TCGTAAATGAAAAGATT - -GGTTACGTAGAAAGACGAAAATA- - - -
GATGTTGA------ TCGTAAATGAAAAGATT - -GGTTACGTAGAAAGACGAAAATA- - - -
GATGTTGA------ TCGTAAATGAAAAGATT - -GGTTACGTAGAAAGACGAAAATA- - - -
GATGTTGA------ TCGTAAATGAAAAGATT - -GGTTACGTAGAAAGACGAAAATA- - - -
HOOEHEE ®oE o oE oE ¥ EE 4 HEOE i B R ]
TGACCGATTTTCGCGTATATG-~~-~~~---~~--~--~ CAGAAAT---~---- ATTTCTCAT
TGACCGATTTTCGCGTATATG-~~-~~~---~~--~--~ CAGAAAT---~---- ATTTCTCAT

-GATTCGTATTCACATACATGAGAATTATATAAGAAAAAAAATAACCTTTGATTTCTTTT
-GATTCGTATTCACATACATGAGAATTATATAAGAAAAAAAATAACCTTTGATTTCTTTT
-GATTCGTATTCACATACATGAGAATTATATAAGAAAAAAAATAACCTTTGATTTCTTTT
-GATTCGTATTCACATACATGAGAATTATATAAGAAAALAAMATAACCTTTGATTTCTTTT
-GATTCGTATTCACATACATGAGAATTATATAAGAAAAAAMATAACCTTTGATTTCTTTT

L2 ROREE OE ORE EEE ®OREEE EEEEER *
TATCATAGCGGATC--------- TTGCAAAAAAAGGA- - - - - === - === === GTTTGTA
TATCATAGCGGATC--------- TTGCAAAAAAAGGA- - - - - - - == == - GTTTGTA

TGACAAAGAGAAGCTGACTTTCTTTGGAGTAAGAAGACTATTCCAATTCCAATATTCGTT
TGACAAAGAGAAGCTGACTTTCTTTGGAGTAAGAAGACTATTCCAATTCCAATATTCGTT
TGACAAAGAGAAGCTGACTTTCTTTGGAGTAAGAAGACTATTCCAATTCCAATATTCGTT
TGACAAAGAGAAGCTGACTTTCTTTGGAGTAAGAAGACTATTCCAATTCCAATATTCGTT
TGACAAAGAGAAGCTGACTTTCTTTGGAGTAAGAAGACTATTCCAATTCCAATATTCGTT

B ORER RE R Ok ¥ HkE ¥ ORE R KX RE Rk
TCGAA---------------- TAAAGTATATACTTC-GACTCTCTGCGCTAGAC
TCGAA---------------- TAAAGTATATACTTC-GACTCTCTGCGCTAGAC

GAGAAAGACCCGTAATAAATGTAAAGAAGAAACATCTTACCCAATGLG- -AGAG
GAGAAAGACCCGTAATAAATGTAAAGAAGAAACATCTTACCCAATGCG- -AGAG
GAGAAAGACCCGTAATAAATGTAAAGAAGAAACATCTTACCCAATGLG-AAGAG
GAGAAAGACCCGTAATAAATGTAAAGAAGAAACATCTTACCCAATGLCG-ATGAG
GAGAAAGACCCGTAATAAATGTAAAGAAGALAACATCTTACCCAATGLCG-TAGAG

EE EEEEE R R OEE kX EE EE o

GTTGGGTTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA
GTTGGGTTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA
GTTGGGTTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA
GTTGGGTTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA
GTTGGGTTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA
GTCGGGTTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA

GTCGGGTTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA
SRR R KR S R R SRR R R R R R R R KR S R S R R R R R R R R R R R R R R R SRR R R KRR

ACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGRAGTTCCGCCT
ACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGRAGTTCCGCCT
ACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGRAGTTCCGCCT
ACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGRAGTTCCGCCT
ACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGRAGTTCCGLCT
ACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGRAGTTCCGLCT

ACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGGAGTTCCGCCT
5 R K K SRR SRR SRR SR R R KKK SR K SR K K R R R R OK R R KRR SRR R R R R

GAAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGG
GAAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGG
GAAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGG
GAAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGG
GAAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGG
GAAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGG
GAAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGG

RS e e i
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DL1_rbel_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbcl_Clinopodium_macrostemum
SA2_rbcl_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbcl

Mercado_Sonora_rbcl

DL1_rbel_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbcl_Clinopodium_macrostemum
SA2_rbcl_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbcl

Mercado_Sonora_rbecl

DL1_rbcl_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbcl

Mercado_Sonora_rbel

DL1_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbcl_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbcl_Clinopodium_macrostemum
SA2 rbel_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbcl

Mercado_Sonora_rbecl

DL1_rbel_Clinopodium_macrostemum
DL2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA2_rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbcl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbecl

Mercado_Sonora_rbecl

DL1_rbecl_Clinopodium_macrostemum
DL2 rbel_Clinopodium_macrostemum
DL3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA2 _rbecl_Clinopodium_macrostemum
SA3_rbecl_Clinopodium_macrostemum
Muestra_Merced_rbecl

Mercado_Sonora_rbcl

ACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCCGTT
ACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCCGTT
ACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCLGTT
ACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCCGTT
ACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCCGTT
ACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCCGTT

ACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCCGTT
5 R OROR OB OB R O R R SRR SRR SR S S R OB R R OROROROR R R SRR R R R SRR OO

CCTRRAGAAMAAGAT CAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA
CCTRRAGAAAAAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA
CCTGGRAGAAAAAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA
CCTRRAGAAMAAGAT CAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA
CCTRRAGAAMAAGAT CAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA
CCTRRAGAAAAAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA

CCTGGAGAAAAAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA
5 R OROR OB OB R O R R SRR SRR SR S S R OB R R OROROROR R R SRR R R R SRR OO

GGGTCTETTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTCARAGCCCTA
GGGTCTETTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTCARAGCCCTA
GGGTCTETTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTCARAGCCCTA
GGGTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTCARAGCCCTA
GGGTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTCAAAGCCCTA
GGGTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTCAAAGCCCTA

GGGTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTCAAAGCCCTA
5 5 R O R R O SRR SR SR RO RO SR KR SR SRR SRR R R R SRR K S R R R SR R R HORKOR R SR SRRk

COTGRCTCTACGTCTGGAAGAT CTGCGAATTCCTGTTGCTTATGTTAAAACTTTCCAAGGC
COTGRCTCTACGTCTGGAAGAT CTGCGAATTCCTGTTGCT TATGTTAAAACTTTCCAAGGC
CQTECTCTACGTCTGGAAGAT CTGCGAATTCCTGTTGCTTATGTTAAAACTTTCCAAGGC
CQTECTCTACGTCTGGAAGAT CTGCGAATTCCTGTTGCTTATGTTAAAACTTTCCAAGGC
CQTECTCTACGTCTGGAAGAT CTGCGAATTCCTGTTGCTTATGTTAAAACTTTCCAAGGC
CGTGRCTCTACGTCTGGAAGAT CTGCGAATTCCTGTTGCTTATGTTAAAACTTTCCAAGGT

CGTGCTCTACGTCTGGAAGATCTGCGAATTCCTGTTGCTTATGTTAAAACTTTCCAAGGC
50 R ROR SRR SRR R OB R O SR SR RO R R SR SR R R R OO OO R OR SRR R ORI IR KR R

CCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGAT AAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGCTG
CCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGCTG
CCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGCTG
CCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGAT AAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGCTG
CCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGAT AAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGCTG
CCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGAT AAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGCTG

CCGCCTCATGGRATCCAAGTTGAGAGAGAT AAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGETG
5 5 R O R R O SRR SR SR RO RO SR KR SR SRR SRR R R R SRR K S R R R SR R R HORKOR R SR SRRk

GGCTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTT
GGCTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTT
GGCTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTT
GGCTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGETTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGETTT
GGCTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTT
GGCTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTT
GGCTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTT
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ATTTTCTTTAGGTAAATCTCTTTCTACCGGGACTTCAAAAAGTTTTTTTGTGCAACAAAC
ATTTTCTTTAGGTAAATCTCTTTCTACCGGGACTTCAAAAAGTTTTTTTGTGCAACAAAC
ATTTTCTTTAGGTAAATCTCTTTCTACCGGGACTTCAAAAAGTTTTTTTGTGCAACAAAC
ATTTTCTTTAGGTAAATCTCTTTCTACCGGGACTTCAAAAAGTTTTTTTGTGCAACAAAC
ATTTTCTTTAGGTAAATCTCTTTCTACCGGGACTTCAAAAAGTTTTTTTGTGCAACAAAC
ATTTTCTTTAGGTAAATCTCTTTCTACCGGGACTTCAAAAAGTTTTTTTGTGCAACAAAC

ATTTTCTTTAGGTAAATCTCTTTCTACCGGGACTTCAAAAAGTTTTTTTGTGCAACAAAC
AR KRR R R R R R KRR R R R R R R R R R R R R R R R R

AAATAAAATCAAAAAATAAGTTATTAAGAAATAAAGCAGAAAACCTTATAACAATCTAAA
AAATAAAATCAAAAAATAAGTTATTAAGAAATAAAGCAGAAAACCTTATAACAATCTAAA
AAATAAAATCAAAAAATAAGTTATTAAGAAATAAAGCAGAAAACCTTATAACAATCTAAA
AAATAAAATCAAAAAATAAGTTATTAAGAAATAAAGCAGAAAACCTTATAACAATCTAAA
AAATAAAATCAAAAAATAAGTTATTAAGAAATAAAGCAGAAAACCTTATAACAATCTAAA
AAATAAAATCAAAAAATAAGTTATTAAGAAATAAAGCAGAAAACCTTATAACAATCTAAA

ALATAAAATCAAAAAATAAGTTATTAAGAAATAAAGCAGAAAACCTTATAACAATCTAAA
5 R o R R O SRR S R R R R R R R R SR R SRR R SRR SRR SRR K SR R R R ROR R ROKOR ROK R R

TCGCCCTGACTCAAAAATTGAACCCTTCCTTTTCAAAAAGAAAATTCCCCAATTCCATTT
TCGCCCTGACTCAAAAATTGAACCCTTCCTTTTCAAAAAGAAAATTCCCCAATTCCATTT
TCGCCCTGACTCAAAAATTGAACCCTTCCTTTTCAAAAAGAAAATTCCCCAATTCCATTT
TCGCCCTGACTCAAAAATTGAACCCTTCCTTTTCAAAAAGAAAATTCCCCAATTCCATTT
TCGCCCTGACTCAAAAATTGAACCCTTCCTTTTCAAAAAGAAAATTCCCCAATTCCATTT
TCGCCCTGACTCAAAAATTGAACCCTTCCTTTTCAAAAAGAAAATTCCCCAATTCCATTT
TCGCCCTGACTCAAAAATTGAACCCTTCCTTTTCAAAAAGAAAATTCCCCAATTCCATTT

EE RS S e i A R S S S

CCTAGTGAATTAATCCATAGGAAATGGAATTCTTCTGTTTACTTTGGCCGAATTCAAACA
CCTAGTGAATTAATCCATAGGAAATGGAATTCTTCTGTTTACTTTGGCCGAATTCAAACA
CCTAGTGAATTAATCCATAGGAAATGGAATTCTTCTGTTTACTTTGGCCGAATTCAAACA
CCTAGTGAATTAATCCATAGGAAATGGAATTCTTCTGTTTACTTTGGCCGAATTCAAACA
CCTAGTGAATTAATCCATAGGAAATGGAATTCTTCTGTTTACTTTGGCCGAATTCAAACA
CCTAGTGAATTAATCCATAGGAAATGGAATTCTTCTGTTTACTTTGGCCGAATTCAAACA

CCTAGTGAATTAATCCATAGGAAATGGAATTCTTCTGTTTACTTTGGCCGAATTCAAACA
R R OR R OR O RROR OR OK ORR OR O RO R R KO OO R R R RO R R

AAGTGTTTTTTGTTAAAAAAACACAAGATACTCTATTTTTTTCTTTCCAGGACAGGAGTC
AAGTGTTTTTTGTTAAAAAAACACAAGATACTCTATTTTTTTCTTTCCAGGACAGGAGTC
AAGTGTTTTTTGTTAAAAAAACACAAGATACTCTATTTTTTTCTTTCCAGGACAGGAGTC
AAGTGTTTTTTGTTAAAAAAACACAAGATACTCTATTTTTTTCTTTCCAGGACAGGAGTC
AAGTGTTTTTTGTTAAAAAAACACAAGATACTCTATTTTTTTCTTTCCAGGACAGGAGTC
AAGTGTTTTTTGTTAAAAAAACACAAGATACTCTATTTTTTTCTTTCCAGGACAGGAGTC

AAGTGTTTTTTGT TAAAAAAACACAAGATACTCTATTTTTTTCTTTCCAGGACAGGAGTC
5 R o R R O SRR S R R R R R R R R SR R SRR R SRR SRR SRR K SR R R R ROR R ROKOR ROK R R

TTATTTTTCCCATCAACCTATTTGTACTAT -AAAAGATTTTATTTTTTGTACAACTTTCT
TTATTTTTCCCATCAACCTATTTGTACTAT -AAAAGATTTTATTTTTTGTACAACTTTCT
TTATTTTTCCCATCAACCTATTTGTACTATAAAAAGATTTTCTTTTTTGTACAACTTTCT
TTATTTTTCCCATCAACCTATTTGTACTATAAAAAGATTTTCTTTTTTGTACAACTTTCT
TTATTTTTCCCATCAACCTATTTGTACTATAAAAAGATTTTCTTTTTTGTACAACTTTCT
TTATTTTTCCCATCAACCTATTTGTACTATAAAAAGATTTTCTTTTTTGTACAACTTTCT
TTATTTTTCCCATCAACCTATTTGTACTATAAAAAGATTTTCTTTTTTGTACAACTTTCT

HOCE GO R R CH R R R RE R R R R R R REEREERE R RRERREEREEEE R R R

TACTTTTTTATTTTCTATAAATTCTTATATATAGCCAATATATCTCTCGCCATCAATTCA
TACTTTTTTATTTTCTATAAATTCTTATATATAGCCAATATATCTCTCGCCATCAATTCA
TACTTTTTTATTTTCTATAAATTCTTATATATAGCCAATATATCTCTCGCCATCAATTCA
TACTTTTTTATTTTCTATAAATTCTTATATATAGCCAATATATCTCTCGCCATCAATTCA
TACTTTTTTATTTTCTATAAATTCTTATATATAGCCAATATATCTCTCGCCATCAATTCA
TACTTTTTTATTTTCTATAAATTCTTATATATAGCCAATATATCTCTCGCCATCAATTCA
TACTTTTTTATTTTCTATAAATTCTTATATATAGCCAATATATCTCTCGCCATCAATTCA

R S R R R R R RO R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
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CQCAAAAACACT TAATGAAAATATTCTAGATAAATATGTGTGAATTTTTAATAATCTAAN
CQCAAAAACACT TAATGAAAATATTCTAGATAAATATGTGTGAATTTTTAATAATCTAAN
COCAAAAACACTTAATGAAAATATTCTAGATAAATATGTGTGAATTTTTAATAATCTAAA
COCAAANACACT TAATGAAAATATTCTAGATAAATATGTGTGAATTTTTAATAATCTAAA
CQCAAAAACACT TAATGAAAATATTCTAGATAAATATGTGTGAATTTTTAATAATCTAAN
CQCAAAAACACT TAATGAAAATATTCTAGATAAATATGTGTGAATTTTTAATAATCTAAN

CQCAAAAACACT TAATGAAAATATTCTAGATAAATATGTGTGAATTTTTAATAATCTAAA
55 R R O R S O S R SR R RO RO S R R SR R RO SRR SRR R SRR K R R OO OR SOR R R KK R R Rk

ATATTTTTTTGTTCATTGATAAAACTGATTTTTTGGTTGCACTTTTTAAAATCGAATAAA
ATATTTTTTTGTTCATTGATAARACTGATTTTTTGGTTGCACTTTTTAAAATCGAATAAA
ATATTTTTTTGTTCATTGATAARACTGATTTTTTGGTTGCACTTTTTAAAATCGAATAAA
ATATTTTTTTGTTCATTGATAAAACTGATTTTTTGGTTGCACTTTTTAAAATCGAATAAA
ATATTTTTTTGTTCATTGATAAAACTGATTTTTTGGTTGCACTTTTTAAAATCGAATAAA
ATATTTTTTTGTTCATTGATAAAACTGATTTTTTGGTTGCACTTTTTAAAATCGAATAAA

ATATTTTTTTGT TCATTGATAAAACTGATTTTTTGGTTGCACTTTTTAAAATCGAATAAA
55 R R O R S O S R SR R RO RO S R R SR R RO SRR SRR R SRR K R R OO OR SOR R R KK R R Rk

TCAAMACGGTAAATAAAAAAATGTTTTTTTGGGGGGGCTTAATTCATAGTAAGACTGGLC
TCAAMACGGTAAATAAAAAAATGTTTTTTTGGGGGGGCTTAATTCATAGTAAGACTGGLC
TCAAMACGGTAAATAAAAAAATGTTTTTTTGGGGGGGCTTAATTCATAGTAAGACTGGLCC
TCAAMACGGTAAATAAAAAAATGTTTTTTTGGGGGGGCTTAATTCATAGTAAGACTGGLCC
TCAAMACGGTAAATAAAAAAATGTTTTTTTGGGGGGGCTTAATTCATAGTAAGACTGGEC
TCAAMACGGTAAATAAAAAAATGTTTTTTTTGGGGGGCTTAATTCATAGTAAGACTGGLCC
TCAAMACGGTAAATAAAAAAATGTTTTTTTTGGGGGGCTTAATTCATAGTAAGACTGGLC

RS S A R R e R S

CGTTTTAGAAGAGCTCAAGCGGAGAAGAGTCTAAAATCCACAATAAMACTAARACCCTAA
CGTTTTAGAAGAGCTCAAGCGGAGAAGAGTCTAAAATCCACAATAAMACTAARACCCTAA
TGTTTTAGAAGAGCTCAAGCGGAGAAGAGT CTAAAATCCACAATAAAACTAAAACCCTAA
TGTTTTAGAAGAGCTCAAGCGGAGAAGAGT CTAAAATCCACAATAAAACTAAAACCCTAA
TGTTTTAGAAGAGCTCAAGCGGAGAAGAGT CTAAAATCCACAATAAAACTAAAACCCTAA
TGTTTTAGAAGAGCTCAAGCGGAGAAGAGT CTAAAATCCACAATAAAACTAAAACCCTAA
TGTTTTAGAAGAGCTCAAGCGGAGAAGAGT CTAAAATCCACAATAAAACTAAAACCCTAA

EE S e S S S

ACTAAAATAATGAACCTTCAAGTACATATTTGAACAAATTTTTATTCATCCATTTGAATC
ACTAAAATAATGAACCTTCAAGTACATATTTGAACAAATTTTTATTCATCCATTTGAATC
ACTAAAATAATGAACCTTCAAGTACATATTTGAACAAATTTTTATTCATCCATTTGAATC
ACTAAAATAATGAACCTTCAAGTACATATTTGAACAAATTTTTATTCATCCATTTGAATC
ACTAAAATAATGAACCTTCAAGTACATATTTGAACAAATTTTTATTCATCCATTTGAATC
ACTAAAATAATGAACCTTCAAGTACATATTTGAACAAATTTTTATTCATCCATTTGAATC

ACTAAAATAATGAACCTTCAAGTACATATTTGAACAAATTTTTATTCATCCATTTGAATC
5 R ROR ORS00 R SR R R R R S SR R R R R OO R ROR SRR R HOROIROR SRR R

TTTCCTAGAAAATATTGCACCCAATTGAATTCTTAAATCTAGACGATTTTT
TTTCCTAGAAAATATTGCACCCAATTGAATTCTTAAATCTAGACGATTTTT
TTTCCTAGAAAATATTGCACCCAATTGAATTCTTAAATCTAGACGATTTTT
TTTCCTAGAAAATATTGCACCCAATTGAATTCTTAAATCTAGACGATTTTT
TTTCCTAGAAAATATTGCACCCAATTGAATTCTTAAATCTAGACGATTTTT
TTTCCTAGAAAATATTGCACCCAATTGAATTCTTAAATCTAGACGATTTTT

TTTCCTAGAAAATATTGCACCCAATTGAATTCTTAAATCTAGACGATTTTT
3 R O R O SRR SR SR RO HOR ROROR SR O SRR R R RO KOO R R R ORI R

67



trnH-psbA

DL1_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL3_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA3_trnH-psbA_Clinopodium_macros

DL1_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL3_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA2 _trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA3_trnH-psbA_Clinopodium_macros

DL1_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL3_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA3_trnH-psbA_Clinopodium_macros

DL1_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL3_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA3_trnH-psbA_Clinopodium_macros

DL1_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL3_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA3_trnH-psbA_Clinopodium_macros

DL1_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
DL3_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA2_trnH-psbA_Clinopodium_macros
SA3_trnH-psbA_Clinopodium_macros

TCCGCCCCTCTACTATAAALATAAAATTATATTTAARATATTTTTTTTACTTTAGCAATT
TCCGCCCCTCTACTATAAALATAAAATTATATTTAARATATTTTTTTTACTTTAGCAATT
TCCQCCCCTCTACTATAAAAAT AAAATTATATTTAAAATATTTTTTTTACTTTAGCAATT
TCCGCCCCTCTACTATAAAAATAAAATTATATTTAAAATA-TTTTTTTACTTTAGCAATT

TCCGCCCCTCTACTATAAALATAAAATTATATTTAALAATA-TTTTTTTACTTTAGCAATT
3 RO SR R ROR R ROR R R R RO R O R H R R RO IR R ORORORROIOR 3R ROR SO R R RO ROR R kO

TTCAATTT T TTAGAAAT TGT AAAGATGGAATTTCTATCATTTTTTATCTTCTTTTTTTAT
TTCAATTTTTTAGAAATTGTAAAGATGGAATTTCTATCATTTTTTATCTTCTTTTTTTAT
TTCAATTTTTTAGAAATTGTAAAGATGGAATTTCTATCATTTTTTATCTTCTTTTTTTAT
TTCAATTTTTTAGAAATTGTAAAGATGGAATTTCCATCATTTTTTATCTTCTTTTTTTAT
TTCAATTT T TTAGAAAT TGT AAAGATGGAATTTCCATCATTTTTTATCTTCTTTTTTTAT

R R R R R R R R R R R R O RO R R R R R R R R R R R R R R R R kR

TCTGTAATGAAMAGAAAAATTCTAGGTAAGTCCAATACTACTAGAAAATATAGAMA- - -~
TCTGTAATGAAAAGAAAAATTCTAGGTAAGTCCAATACTACTAGAAAATATAGAAN - - -~
TCTGTAATGAAAAGAAAAAT TCTAGGTAAGTCCAATACTACTAGAAAATATAGAAN- - -~
TCTGTAATGAAAAGAAAAATTCTAGGTAAGTCCAATACTACTAGAAAATATAGAAAAGGA

TCTGTAATGAAAAGAAAAATTCTAGGTAAGTCCAATACTACTAGAAAATATAGAAAAGGA
3 R O SR R R OR R  OROR R R R R R R R R R S R R R R R R R R KRR OR SOR R R RORROR Ok

-TCCTAATTGAAAAGAAAAT AAAGGAGCAAGAAACCCTTTCTTGTTTTATCAAAACAAAN
-TCCTAATTGAAAAGAAAAT AAAGGAGCAAGAAACCCTTTCTTGTTTTATCAAAACAAAL
-TCCTAATTGAAAAGAAAAT AAAGGAGCAAGAAACCCTTTCTTGTTTTATCAAAACAAAL
TTCCTAATTGAAAAGAAAAT AAAGGAGCAAGAAACCCTTTTTTGTTTTATCAAAACAAAA
TTCCTAATTGAAAAGAAAAT AAAGGAGCAAGAAACCCTTTTTTGTTTTATCAAAACAAAN

S S R R O R R R R R R R R R OCRCRR R R R ROR R R R R R R R kR

GAGGGTTTCTTGCTCCTTATATTTCTCTATTCTATTTTCAAAAAGTCCTACACACTAAGA
GAGGGTTTCTTGCTCCTTATATTTCTCTATTCTATTTTCAAAAAGTCCTACACACTAAGA
GAGGGTTTCTTGCTCCTTATATTTCTCTATTCTATTTTCAAAAAGTCCTACACACTAAGA
GAGGGTTTCTTGCTCCTTATATTTCTCTATTCTATTTTCAAAAAGTCCTACACACTAAGA

GAGGGTTTCTTGCTCCTTATATTTCTCTATTCTATTTTCAAAAAGTCCTACACACTAAGA
ko kR Rk R Rk kR ok kR Rk

ACAAATCTTAGCCATTTGTTGGAGCTTCGATAGCAGCTAGGTCTAGAG
ACAAATCTTAGCCATTTGTTGGAGCTTCGATAGCAGCTAGGTCTAGAG
ACAAATCTTAGCCATTTGTTGGAGCTTCGATAGCAGCTAGGTCTAGAG
ACAAATCTTAGCCATTTGTTGGAGCTTCGATAGCAGCTAGGTCTAGAG
ACAAATCTTAGCCATTTGTTGGAGCTTCGATAGCAGCTAGGTCTAGAG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

ITS2
DL1_TITS2 CCCCCGAGTCTCTGATTG-------- CAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCAC
Mercado_Merced_ITS52 CCCCCGAGTCTCTGATTG-------- CAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCAC
SA3_TITS2 CCCCCGAGTCTCTGAATG-------- CAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCAC
Mercado_Sonora_ITS2 CCCCCGAGTCTCTGAATG-------- CAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCAC
DL3_ITS2 CGCCCGATTCTCAAATTGGGCTTTTCCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCALC
DL2_ITs2 CGCCCGAGTCTCAGATTG-------- CAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGLCGAGGGCAC
SA2_ITS2 CGCCCGAGTCTCAGAATG-------- CAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGLCGAGGGCAC

HOEEEAE kA B OEE

HERERRERRRR R R R R Rk R Rk R R
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DL3_ITS2
DL2_ITS2
SA2_TITS2

DL1_TITS52
Mercado_Merced_ITS2
SA3_ITS52
Mercado Sonora ITS2
DL3_TIT52
DL2 _TT52
SA2 TT52

DL1_ITS52
Mercado_Merced_ITS52
SA3 ITS52
Mercado_ Sonora ITS2
DL3_TIT52
DL2 TT52
SAZ _TITS2

DL1_ITS52
Mercado Merced ITS2
SA3 TT52
Mercado_Sonora ITS2
DL3_TIT52
DL2Z_TITS52
SA2_TT52

DL1 TIT52
Mercado Merced ITS2
SA3_TITS2
Mercado_Sonora ITS2
DL3_TIT52
DL2_TIT52
SA2_TT52

DL1_ITS52
Mercado_Merced_IT52
SA3 ITS52
Mercado Sonora ITS2
DL3_TIT52
DL2 TT52
SA2 TT52

GTCTGCCTGGERCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCACCCCCTCGLGCATCGRCGAGLGGTT
GTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCACCCCCTCGLGCATCGRCGAGLGGTT
GTCTGCCTGGEECGTCACGCATCGLGTCGUCCCCCACCCCCTCGUGCATCGECGAGELGGTT
GTCTGCCTEGEECGTCACGCATCGLGTCGLCCCCCACCCCCTCGUGCATCGECAAGELGGTT
GTCTGCCTGGEGCGTCACGCATCGLGTCGLCCCCCACCCCCTCGUGCATCGECAAGELGGTT
GTCTGCCTGGEGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCACCCCCTCGCGCATCGRCAAGLGGTT

GTCTRCCTGGECGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCACCCCCTCGEGCATCGRCAAGLGGTT
s SR SRR S SRR SRR R SR SRR O SR R R R R RO ROR S R OB OB RO OO R R R

GGGGGECEEACACTGGCCTCCCGTGCGLCTCGGLGTECLGCCGGCCCAAATGAGATCCCCG
GGGEECEEACACTGGCCTCCCATGLGCCTCGELGTGCEGECCEGCCCARATGAGATCCCCG
GGGEECEEACACTGGCCTCCCGTGCGCCTCGELGTGCEGCCEGCCCARATGAGATCCCCG
GGGEECEEACACTGGCCTCCCGTGCGCCTCGGLGTGCEGCCEGCCCARATGAGATCCCCG
GGGEECEEACACTGGCCTCCCATGCGCCTCGGLGTGCAGCCEGCCCARATGAGATCCCCG
GGEGEECEGACACTGGCCTCCCATECGCCTCGGLGTGCAGCCAGLCCARATGAGATCCCCG

GGGEECEGACACTGGCCTCCCATGCGCCTCGGLGTGCAGCCEGCCCAAATGAGATCCCCG
s o ok sk ok ok ool R R R R RO s kR SRR R ol R R R RO R R R R Rk s kR SRR R Ok ROk R ook R R

GGCGATTGECGTCGCGACAAGTGETGET TGAACATCTCAATCTCTCTCGTGGTCGTGCCG
GGCGATTGECGTCGCGACAAGTGETGET TGAACATCTCAATCTCTCTCGTGGTCGTGCCG
GGCGATTGECGTCGCGACAAGTGETGET TGAACATCTCAATCTCTCTCGTGGTCGTGCCG
GGCGATTGGCGTCGLGACAAGTGETGET TGAACATCTCAATCTCTCTCGTGGTCGTGCCG
GGCGATTGRCGTCGLGACAAGTGETGLT TGAACATCTCAATCTCTCTCGTGGTCGTGCCG
GGCGATTGRCATCGLGACAAGTGETGLT TGAACATCTCAATCTCTCTCGTGGTCGTGCCG

GGCGATTGECGTCGCGACAAGTGETGGT TGAACATCTCAATCTCTCTCGTGGTCGTGLCG
e et R R e s s L R R

CCGTETCGTCCCGTACGGGAATCGAAAATGACCCAACGGTGCACGGCGCGAACAGCGTCT
CCGTGTCGTCCCGTACGGGAATCGAAAATGACCCAACGGTGCACGGCGLGAACAGCGTCT
CCGTETCGTCCCGTACGGGAATCGAAAATGACCCAACGGTGCACGGCGCGAACAGCGTCT
CCGTATCGTCCCGTACGGGAATCGAAAATGACCCAACGGTGCACGGCGCGAACAGCGTCT
CCGTATCGTCCCGTACGGGAATCGAAAATGACCCAACGGTGCACGGCGCGAACAGCGTCT
CCGTGATCGTCCCGTACGGGAATCGAAAATGACCCAACGGTGCACGGCGCGAACAGCGTCT

COGTGTCGTCCCGTACGGGAAT CGAAAATGACCCAACGGTGCACGGCGCGAACAGCGTCT
Ak ko ko ok o R Rk kR R R ok R ok R Rk kR

CACCTTCGACCGLGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATA
CACCTTCGACCGLGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATA
CACCTTCGACCGLGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATA
CACCTTCGACCGLGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATA
CACCTTCGACCGLGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATA
CACCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATA

CACCTTCGACCGLGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATA
s oo o o oo ool o R o s o ool R R o o o o R SRR R R kel R R

AGCGEAGGAAAAGAAACT TACAAGGATTCCCCTAGTAACGGLGAGCGAACCGGGRAAAAGT
AGCGEAGGAAAAGAAACT TACAAGGATTCCCCTAGTAACGGLGAGCGAACCGGGEAAAAGT
AGCGEAGGAAAAGAAACT TACAAGGATTCCCCTAGTAACGGLGAGCGAACCGGGEAAAAGT
AGCGEAGGAAAAGAAACT TACAAGGATTCCCCTAGTAACGGLGAGCGAACCGEGEAAAAGT
AGCGEAGGAAAAGAAACT TACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAACCGGGRAAAAGT
AGCGEAGGAAAAGAAACT TACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAACCGGGRAAAAGT

AGCGRAGGAAAAGAAACT TACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAACCGRGRAAAAGT
R RO RO R OR  RROR SOR RR ROR  ROR RR  RR RR R R R
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DL1 ITS52
Mercado Merced ITS2
SA3_TITS2
Mercado_Sonora_ITS2
DL3_ITS52
DL2_TIT52
SAZ2_TITS52

CCAACTTGAGAATCGGGLGGCCAL
CCAACTTGAGAATCGGGCGGCCAL
CCAACTTGAGAATCGGGLGGCCAC
CCAACTTGAGAATCGGGLGGCCAL
CCAACTTGAGAATCGGGLGGCCAL
CCAACTTGAGAATCGGGCGGCCAL

CCAACTTGAGAATCGGGLGGCCAC
ek sk ko ok Sk kR ko
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Anexo 3. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) matK
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Anexo 3. Particiéon obtenida por Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) para los datos del marcador matK.

Se presenta el nUmero de grupos reconocidos dentro de las particiones (primarias y recursivas) en funcion del
limite previo entre la divergencia intraespecies e interespecies. Jukes Cantor distance.
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Anexo 4. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) rbcL
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Anexo 4. Particion obtenida por Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) para los datos del marcador rbcL.
Se presenta el numero de grupos reconocidos dentro de las particiones (primarias y recursivas) en funcion del
limite previo entre la divergencia intraespecies e interespecies. Jukes Cantor distance.
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Anexo 5. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) trnH-psbA
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Anexo 5. Particion obtenida por Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) para los datos del marcador trnH-
psbA. Se presenta el nimero de grupos reconocidos dentro de las particiones (primarias y recursivas) en

funcién del limite previo entre la divergencia intraespecies e interespecies. Jukes Cantor distance.
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Anexo 6. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) rpL32-trnL

m Recursive Partitien
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Anexo 6. Particion automatica por Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) para los datos moleculares de
rpL32-trnL. Se presenta el nimero de grupos dentro de las particiones (primarias y recursivas) en funcién del

limite previo entre la divergencia intraespecies e interespecies. Jukes Cantor distance.
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Anexo 7. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) ITS2
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Anexo 7. Particion obtenida por Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) para los datos del marcador ITS2.

Se presenta el nUmero de grupos reconocidos dentro de las particiones (primarias y recursivas) en funcion del

limite previo entre la divergencia intraespecies e interespecies. Jukes Cantor distance.
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