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Resumen
Las plantas medicinales son un recurso sumamente importante, pues son la primera opcion para el

cuidado de la salud de numerosos sectores poblacionales. Muchas especies diferentes usadas de
forma terapéutica coinciden en cualidades medicinales, morfologicas y organolépticas, lo que da
lugar a la clasificacion en grupos artificiales conocidos como “complejos etnobotanicos”.

En México destaca un grupo denominado “complejo arnica”, donde se clasifican plantas reconocidas
por sus propiedades astringentes y antiinflamatorias. Dado su vasto registro de especies, es necesaria
su regulacién dentro de un creciente mercado que requiere herramientas que otorguen una precisa y
rapida identificacion, por lo que el objetivo de este trabajo es generar codigos de barras como método
discriminativo entre distintas especies del complejo “Arnica” y aplicarlos en plantas comercializadas
bajo este nombre comun, con intencion de integrar esta herramienta al control de calidad del grupo.
Se colect6 material foliar de diez individuos de las especies Arnica montana, Heterotheca inuloides,
Galphimia glauca y Oenothera rosea que fueron adquiridos en el Herbario Nacional (MEXU) y la
seccion etnobioldgica del Jardin Botanico de la UNAM. Se extrajo el DNA y se realizd la
amplificacion mediante PCR de los marcadores rbcL, matK, psbA-trnH, rpl32-trnL e ITS2 para su
secuenciacion, alineamiento y evaluacion de la capacidad discriminativa mediante analisis
filogenéticos por méxima verosimilitud y métodos de distancia del cddigo de barras (Barcoding gap).
Posteriormente, se adquirieron plantas de “arnica” en el mercado de Sonora y se aplicé el mismo
método para identificar las relaciones de estas plantas con las especies previamente identificadas.
Por medio del estudio de mercado se reconocié que G. glauca y A. montana no son comunes en
cuanto a su comercializacion, no obstante, se encontraron dos especies que no figuraban como
“arnicas” en registros previos: Cuphea aequipetala y Chrysactinia mexicana. Posteriormente, la
extraccion de DNA evidencié mayor dificultad en muestras de herbario, especimenes que en su
totalidad se componen de material foliar seco y cuya colecta dista de al menos cinco afios previos a
este estudio, mientras que los especimenes frescos provenientes del Jardin Etnobioldgico y de
mercado presentaron una mejor eficiencia tanto en extraccion como amplificacion.

El marcador matK presentd problemas durante la amplificacion, esto debido a que no es apto como
un marcador universal y depende de condiciones especificas para cada especie, en tanto que los
espaciadores psbA-trnH y rpl32-trnL presentaron problemas a lo largo de la secuenciacion y por lo
tanto, hubo dificultad para establecer secuencias consenso, motivo por el cual, rbcL e I1TS2 fueron
los marcadores elegidos para resolver problemas de identidad. En estos marcadores, las medidas de
apoyo de las filogenias son suficientes para distinguir familias y especies, mientras que el método de
distancia de codigos de barras puede distinguir especies, lo cual es un avance significativo en la

discriminacion de especies por cddigos de barras dentro de este complejo etnoboténico.



Abstract
Medicinal plants are an extremely important resource, as they are the first option for health care of

numerous population sectors. Many different species used therapeutically coincide in medicinal,
morphological and organoleptic qualities, which gives rise to the classification into artificial groups
known as “ethnobotanical complexes.”

In Mexico, a group called “arnica complex” stands out, where plants recognized for their astringent
and anti-inflammatory properties are classified. Due to its extensive species record, the regulation is
necessary within a growing market that requires tools that provide precise and rapid identification,
so the objective of this work is to generate barcodes as a discriminative method between different
species of the “Arnica” complex. ” and apply them in plants marketed under this common name, with
the intention of integrating this tool into the quality control of this group.

Leaf material was collected from ten individuals of the species Arnica montana, Heterotheca
inuloides, Galphimia glauca and Oenothera rosea that were acquired at the Herbario Nacional
(MEXU) and the ethnobiological section at Jardin Botanico de la UNAM. DNA was extracted and
PCR amplification of the markers rbcL, matK, psbA-trnH, rpl32-trnL and 1TS2 was carried out for
sequencing, alignment and evaluation of the discriminative capacity through phylogenetic analyzes
by maximum likelihood and barcode distance methods (Barcoding gap). Subsequently, “arnica”
plants were purchased in Mercado de Sonora and the same method was applied to identify the
relationships of these plants with the species previously identified with the chosen markers.
Through the market study, it was recognized that G. glauca and A. montana are not common in terms
of their commercialization, however, two species were found that did not appear as “arnica” in
previous records: Cuphea aequipetala and Chrysactinia mexicana. Subsequently, DNA extraction
showed greater difficulty in herbarium samples, specimens that are entirely composed of dry leaf
material and whose collection was at least five years prior to this study, while fresh specimens from
the ethnobiological garden and market presented better efficiency in both extraction and
amplification.

The matK marker presented problems during amplification, because it is not suitable as a universal
marker and depends on specific conditions for each species, while the spacers psbA-trnH and rpl32-
trnL presented problems throughout the sequencing and therefore, there was difficulty in establishing
consensus sequences, which is why rbcL and 1TS2 were the markers chosen to resolve identity
problems. In these markers, supporting measures from phylogenies are sufficient to distinguish
families and species, while the barcode distance method can distinguish species, which is a significant

advance in barcoding species discrimination within this ethnobotanical complex.



Introduccion

Actualmente, las plantas medicinales tienen gran importancia en la procuracion de la salud, lo que
capta la atencion de instancias internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud, que sefiala
que el 80% de la poblacion de paises en desarrollo resuelve sus problemas de salud mediante la
medicina tradicional (Aslam y Ahmad, 2016). Asi mismo, las plantas medicinales representan una
parte esencial de las costumbres y tradiciones de los pueblos y en el caso de México existe una gran
herencia cultural enfocada hacia su colecta, cultivo y uso (Juarez-Rosete et al., 2013); sin embargo,
algunas especies se encuentran restringidas por las autoridades de salud debido a las caracteristicas
de compuestos activos que resultan ser contraproducentes para la salud, o bien, no cuentan con la
identificacion pertinente del material vegetal comercializado (CPFEUM, 2021), lo que hace notar la
importancia del enfoque de control de calidad, dado el creciente mercado de venta de plantas
medicinales que requiere de una precisa y rapida identificacion (Cristians-Niizawa, 2020).

La identificacion morfoldgica y quimica es, hoy en dia, la forma méas ampliamente utilizada para la
identificacion de especies por parte de diferentes farmacopeas y compendios de plantas medicinales
de caréacter internacional (FHEUM, 2021; OMS, 2007), ademas que los estudios fitoquimicos estan
enfocados en el avance del conocimiento respecto a los diferentes compuestos activos en los
individuos de una especie (Heinrich y Anagnostou, 2017). De manera paralela, la aplicacién de los
fundamentos de biologia molecular han logrado ser integrados a estas problematicas para encontrar
soluciones a la identificacion y apoyar asi al control de calidad y regulacién en plantas antes de su
llegada al punto de venta, lo cual se puede observar en métodos como los codigos de barra
moleculares (DNA barcodes) que permiten utilizar secuencias cortas para discriminar rapida y
eficientemente a las muestras de plantas que se comercializan en un rango amplio (Scotland et al.,
2003; Heinrich y Anagnostou, 2017)

Las especies cominmente conocidas como arnica gozan de una amplia distribucion comercial, lo
cual las pone en un punto de mira respecto a su correcta y eficiente identificacion, asi como su
regulacion en el mercado, ya que en el caso del Arnica montana se derivan una gran cantidad de
productos tdpicos, sobre todo de las empresas Proquinat y Redsa, sin embargo, esta especie puede poner
en riesgo la salud si se ingiere en forma de infusion (Rodriguez- Chavez et al., 2017; Waizel-Bucay,
2014), por lo que el uso de codigos de barras moleculares representa una solucion complementaria
al control de calidad para la regulacion y venta de estas especies, que puede dar un mayor soporte a
la identificacién morfoldgicay a las reacciones de identidad utilizadas por la Farmacopea Herbolaria
de los Estados Unidos Mexicanos (Sharma et al., 2012).

Por dichas razones, en este trabajo se pretende utilizar a los cédigos de barra moleculares como
herramienta para la adecuada discriminacion e identificacion de individuos de especies selectas de

arnica colectadas en la Ciudad de muestras comerciales obtenidas en el mercado de Sonora.



Antecedentes
El complejo &rnica

Los complejos etnoboténicos estan compuestos por distintas especies que comparten
caracteristicas morfoldgicas, cualidades organolépticas y propiedades medicinales, las cuales se
engloban a través de un mismo nombre comdn (Linares y Bye, 1987). En la medicina tradicional
mexicana se emplean mas de 3,000 especies de plantas, dentro de las cuales, al menos 58 de ellas,
clasificadas en ocho familias, se conocen bajo el nombre comin de “arnica” (Rodriguez-Chéavez
etal., 2017).

El nombre comun de este complejo deriva de varias plantas medicinales utilizadas en Europa,
representadas por la especie Arnica montana L., ampliamente utilizada por sus propiedades como
astringente, antiinflamatorio y estimulante del corazén y cuyo uso medicinal data desde el siglo
XVI gracias a los trabajos de Petri Andreae (Waizel-Bucay y Cruz-Juarez, 2014). Posteriormente,
el nombre de arnica se extenderia a otras especies distribuidas de forma natural en México a lo
largo del siglo XVIII lo que coincide con el momento en que las autoridades espariolas
promovieron el uso de A. montana, periodo en el que se reconocio el parecido morfol6gico y uso
medicinal entre varias especies gue se utilizaban con el fin de tratar las inflamaciones (Rodriguez-
Chavez et al., 2017). Las plantas reconocidas como arnica dentro del pais suelen ser muy
diferentes entre si, ya que se clasifican dentro de diferentes géneros e incluso familias, no
obstante, todas se reconocen bajo este nombre comun debido a su uso comdn para el tratamiento
de dolores musculares, asi como en inflamaciones internas como en los casos de gastritis y Ulceras
(Waizel-Bucay y Cruz-Juarez, 2014).

En el caso particular de la Ciudad de México, destaca la venta y el uso de especies como el arnica
mexicana (Heterotheca inuloides Cass.) arnica roja (Galphimia glauca Cav.) y arnica de raiz o
hierba de golpe (Oenothera rosea L’Hér. ex Aiton), que comparten propiedades antiinflamatorias
y analgésicas utilizadas como tratamiento en diversas afecciones dérmicas (Esquivel-Garcia et
al., 2018), asi mismo, destacan las investigaciones para el cultivo de A. montana y el uso de esta
planta por hasta 39 empresas en México que se encargan de comercializar sus derivados en el
pais para la elaboracion de cosméticos y tratamientos topicos (Waizel Bucay y Cruz-Juérez,
2014), lo que hace evidente la importancia de poder identificarla de forma eficaz dado su riesgo
al ser ingerida en forma de infusién, tal como se usa H. inuloides, la especie con mayor parecido
morfologico (CPFEUM, 2021; Rodriguez-Chavez et al., 2017).

Usos de las especies del complejo arnica
Las especies de este grupo son bien distinguidas por su empleo en la elaboracion de medicamentos
topicos como pomadas, asi como en su consumo en forma de infusiones (Waizel-Bucay y Cruz-
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Juérez, 2014). La mayoria de estas especies se utilizan para atender inflamaciones externas e internas,

aungue algunas especies también suelen ser utilizadas para tratar otros problemas relacionados con

dolores internos, como puede ser el dolor de cabeza, los célicos menstruales, dolores de estomago e

incluso para tratar distintos tipos de cancer (Rodriguez-Chavez et al., 2017), lo que indica que la

identidad de este complejo etnobotanico tiene una fuerte base debido a los usos tan similares a lo
largo de las 58 especies registradas (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla modificada de Rodriguez-Chavez et al. (2017) en la que se muestran las 58 especies
conocidas como “arnica” en México Y las ocho familias en las que se clasifican. Destaca su uso
en el tratamiento contra dolores musculares e inflamaciones externas e internas, asi como su forma

de venta, la cual predomina como plantas frescas dado que la mayoria se colecta en sus respectivas
areas de distribucion para su consumo y venta local.

Familia

Especie

Uso medicinal

Forma de venta

Referencia

Acanthaceae

Carlowrightia cordifolia A.
Gray

Inflamacién y antiséptico

Planta fresca

Cruz-Vegaetal.,
2002

Asteraceae

Adenophyllum aurantium (L.)
Strother

Desordenes intestinales

Planta fresca

Beltran-Rodriguez et
al., 2014, Herrera-
Martinez et al., 2016

Adenophyllum
porophyllum (Cav.) Hemsl.

Hemorroides, Ulceras,
problemas de rifién y
dolores de estomago

Planta fresca

Garcia, 2015

Arnica montana L.

Golpes, inflamaciony
artritis (uso externo)

Remedios topicos

Secretaria de Salud,
2001;VanderJagt et
al., 2002

Aster gymnocephalus (DC.) A.
Gray

Dolores gastrointestinales,
dolores postparto, Ulceras
y heridas

Planta fresca y seca

Aguilar et al.,
1994;Gonzélez et al.,
2004,INI, 1994

Aster moranensis Kunth

Dolor de estomago

Planta fresca

Gonzalez et al., 2004

Aphanostephus
ramosissimus DC.

Hernias, inflamaciones
musculares, hinchazony
dolor de cabeza.

Planta fresca

Garcia, 2015

Aster subulatus (Michx.) hort.
ex Michx.

Heridas

Planta fresca

Navarro and
Avendario, 2002.

Aster tanacetifolius Kunth

Colicos, presion arterial
alta, colitis, gastritis

Planta fresca y seca

Garcia, 2015;

Gonzalez et al., 2004

Astranthium
orthopodum (B.L.Rob. &
Fernald) Larsen

Hemorragia postparto,
colicos, Ulceras y
problemas en la piel

Planta fresca

Bello-Gonzalez et al.

2015

Bahia absinthifolia Benth

Diarrea, heridas y granos

Planta fresca

Aguilar et al., 1994

Coreopsis mutica DC.

Infecciones, heridasy
dolores menstruales

Planta fresca

Sanchez-Gonzalez et

al., 2008
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Familia

Especie

Uso medicinal

Forma de venta

Referencia

Dieteria canescens (Pursh)
Nutt

Espinillas en la piel

Planta fresca

Aguilar et al., 1994

Emilia sonchifolia (L.) DC. ex
DC.

Parasitos intestinales

Planta fresca

Luna-José and
Renddn-Aguilar,

2008
Ericameria Aguilar et al.,
nauseosa var. ammophila L.C. Problemas de piel Planta fresca y seca | 1994;Bello-Gonzalez
Anderson. etal., 2015

Erigeron delphinifolius Willd

Ulceras estomacales

Planta fresca

Gonzalez et al., 2004

Erigeron divergens Torr. &
A.Gray

Ulceras y golpes internos

Planta fresca

Gonzalez et al., 2004

Gaillardia pinnatifida Torr.

Inflamaciones

Planta fresca

Royo and Melgoza,
2001

Grindelia inuloides Willd.

Heridas, hematomas,
gastritis, gripe y diabetes

Planta fresca

Aguilar et al.,
1994;Estrada-
Castillén et al.,
2012; Valdés-Cobos,
2013

Grindelia oxylepis Greene

Presion arterial alta,
moretones, heridas,
problemas de rifion,
diabetes, abortivo, dolores
menstruales

Planta fresca

Garcia, 2015;Vega-
Carrillo et al., 1997

Grindelia squarrosa Dunal

Ulceras y cancer

Planta fresca

Aguilar et al.,
1994;Bye and
Linares, 1986

Gutierrezia conoidea (Hemsl)
M.A.Lane
(syn. Xanthocephalum
conoideum Hemsl.)

Diarrea

Planta fresca

Gonzalez et al., 2004

Helenium mexicanum Kunth

Antiséptico y acaricida

Planta fresca y seca

Barrera-Figueroa et
al., 2011;Hernandez-
Xolocotzi et al., 1983

Heterotheca inuloides Cass.

Moretones, reumatismo,
enfermedades pulmonares
y “bilis”

Planta fresca y
seca, tés e
infusiones.

Aguilar et al.,
1994; CONAFOR
[Comisién Nacional
Forestal],
2010, Winkelman,
1986

Heterotheca latifolia Buckley

Sarpullido y dolores
menstruales

Planta fresca y seca

Latorre and Latorre,
1977

Heterotheca subaxilaris (Lam.)
Britton & Rushy

Desinfeccion de heridas,
Ulcera y dolor de estémago

Planta fresca

Gonzalez etal.,
2004;INI,
1994; Macias et al,
2009

Hieracium abscissum Less.

Heridas

Planta fresca

Navarro and
Avendario, 2002
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Familia Especie Uso medicinal Forma de venta Referencia
Isocoma veneta (Kunth) .
Greene. Moretones y granos Planta fresca Aguilar et al., 1994

Jaegeria macrocephala Less.

Inflamacién y cancer

Planta fresca y seca

Callejas,
2006;L6pez-
Gutiérrez etal., 2014

Jefea pringlei (Greenm.)
Strother (syn Zexmenia
pringlei Greenm.)

Espasmosy dolores de
estdmago

Planta fresca

Gentry, 1963

Machaeranthera
pinnatifida (Hook.) Shinners

Acné, asmay sarna

Planta fresca

Bustamante, 2013

Montanoa sp.

Para introducir
contracciones durante el
parto, combinado con
Tagetes lucida, Solanum
cervantesii, Ruta
graveolens, Rosmarinus
officinalis y Schinus molle

Planta fresca

Luna-José and
Rendén-Aguilar,
2008;Montoya-
Cabreraetal.,
1998;Villavicencio-
Nieto et al., 2010

Neurolaena lobata (L.) R.Br.

Diabetes, cancer

Planta fresca

Estrada-Mufiiz et al.,
2012;Luna-José and

ex Cass. Rendon-Aguilar,
2008
Pseudogynoxys Problemas del sistema LOpez'iLI‘“e"ez et
chenopodioides (Kunth) tegumentario musculo- Planta fresca 2014-Villavicencio-
Cabrera esquelético. ’

Nieto et al., 2010

Psilactis brevilingulata Sch.
Bip. ex Hemsl.)

Ulceras, mordidas de
insectos y dolores
musculares

Planta fresca

Aguilar et al., 1994

Salmea scandens (L.) DC.

Distensiéon abdominal,
golpes y moretones

Planta fresca

Guzmén, 2010

Senecio confusus Britten

Dolores de muelas y
choques internos

Planta fresca y seca

Callejas, 2006

Senecio stoechadiformis DC.

Diarrea, colicos y mal de
orin

Planta fresca y
seca

Bello and Salgado,
2007;CONABIO et
al., 2007

Tanacetum parthenium (L.)
Sch. Bip.

Moretones, esguinces y
heridas

Planta fresca

INI, 1994;Vazquez et
al., 2011

Taraxacum officinale F.H.
Wigg.

Alferecia, hepatitis,
cirrosis, inflamacién de
ovarios, promotor de
menstruacion

Planta fresca y seca

Aguilar et al.,
1994;Favari et al.,
2013;Estrada-
Castillon etal., 2012

Tithonia diversifolia (Helms.)
A. Gray

Malaria, moretones,
heridas y reumatismo

Planta fresca

Aguilar et al.,
1994;Duarte and
Bonissoni, 2012;INI,
1994,Pulido-Salas,
1993




Familia

Especie

Uso medicinal

Forma de venta

Referencia

Tithonia koelzii McVaugh

Moretones

Planta fresca

Luna-José and
Renddn-Aguilar,
2008

Tithonia rotundifolia (Mill.)
S.F.Blake

Fiebre y enfermedades
culturales como el “aire”

Planta fresca

Rodriguez, 2009

Trixis angustifolia DC.

Infecciones pulmonares y
tratamiento de heridas

Planta fresca

Garcia, 2015.

Trixis californica Kellogg

Heridas internas y
externas, cancer, dolor de
estomago, Ulceras y
dolores de prostata

Planta fresca

Estrada-Castillon et
al., 2012

Trixis silvatica B.L. Rob. &

Dolores musculares de
pecho y enfermedades

Rocha-Graciaetal.,

Greenm. Planta fresca 2011
estomacales
Verbesina Luna-José and
cinerascens B.L.Rob. & Inflamaciones Planta fresca Rendon-Aguilar,
Greenm. 2008

Verbesina crocata (Cav.) Less.

Contracciones en el parto

Planta fresca

Canales et al., 2005

Verbesina fastigiata B.L. Rob.
& Greenm. (syn. Verbesina
greenmanii Urb.)

Gastritis, dolores postparto
y reumatismo

Planta fresca

Luna-José and
Renddn-Aguilar,
2008;White-
Olascoaga et al.,
2013

Xanthisma spinulosum (Pursh)
D.R.Morgan & R.L.Hartm.
(Syn Haplopappus

Cancer

Planta fresca

Murillo-Alvarez et
al., 2001;Terrones et

. al, 2014
spinulosus Pursh DC.)
i i 1 Planta fresca y Aguilar et al.,
Fabaceae Desmodium sp. Inflamaciones, d|§enterla y seca. suplementos 1994;Navarro and
mal de orin , Sup .
alimenticios. Avendario, 2002
Loasaceae Mentzelia conzatti Greenm, | Desordenesdelapiely

lepra

Planta fresca

Martinez, 1937

Malpighiaceae

Galphimia glauca Cav.

Antidepresivo, Ulceras,
cicatrices, dolores
postparto, heridas, golpes
y moretones

Planta fresca y
seca

Argueta et al.,
1994;Garcia-
Alvarado et al.,
2001;Tortoriello et

al., 2011
; Aguilar et al.
, Heridas, golpes, . '
Onagraceae Oenothera rosea L'Hér. ex moref[aon(jeasS %(())I[())?Zs de 1994;Marquez-Flores
g Aiton " y Planta frescay seca | ¢ 41 2009:Meckes
estomago etal., 2004
. ; Hersch-Martinez,
Colubrina greggii S.Watson Raices usadas para tratar Raices frescas y 1995,Popocacetal.,
la disenteria secas 1098
Rhamnaceae

Colubrina macrocarpa (Cav.)
G.Don

Ulceras, disenteria y
cancer

Planta fresca

Secretaria de Salud,
2001




Familia

Especie

Uso medicinal

Forma de venta

Referencia

Colubrinatriflora Brongn. ex

Inflamaciones

Planta fresca

Martinez-Pérez et al.,

Sweet 2012
Karwinskia umbellata (Cav.) . ,
Schitdl. Inflamaciones Planta fresca Fernandez, 1992
Ranunculus petiolaris Humb., Dolor e hinchazon de Gheno-Herediaetal.,
Ranunculaceae Bonpl. & Kunth ex DC. estomago Planta fresca 2011

Criterios para la identificacion del material vegetal comercializado
Uno de los problemas asociados a esta diversidad de especies es la dificultad para identificar el

material comercializado bajo el nombre de &rnica, debido a que la mayoria de las especies de este
complejo etnoboténico se clasifican dentro de la familia Asteraceae, en especifico en la tribu
Heliantheae, donde las especies se caracterizan por flores liguladas color amarillo; dichos taxones
pueden distinguirse por medio del tamafio del cuerpo primario y de los capitulos, sin embargo,
especies como Heterotheca inuloides y Arnica montana son similares en un alto grado, lo que
dificulta su identificacién mediante la morfologia (Sutovska et al., 2014).

En el caso de los documentos regulatorios, solamente se han establecido marcadores quimicos y
algunos criterios morfologicos (CPFEUM, 2021). Dentro de estos criterios quimicos suelen
usarse procesos conocidos como “ensayos de identidad”, en especifico el método MGA-FH 0050,
en el que se emplea cromatografia en gel de silice para separar los compuestos e identificar
especies de acuerdo con el conjunto de cada uno de sus compuestos, fundamento que postula que
cada especie contiene compuestos especificos que permiten identificar a los individuos; por
ejemplo, en el caso de H. inuloides, los grupos quimicos que mas abundan son los sesquiterpenos
con esqueletos de cadinano, polifenoles, flavonoides, triterpenos y fitoesteroles (Rodriguez-
Chavez et al., 2017), mismos que en el caso de las reacciones de identidad, le otorgan un color
amarillento-anaranjado (CPFEUM, 2021). Esta forma de identificacidn esta sujeta a diferentes
problemas, como la presencia comun de mismos compuestos en diferentes especies, asi como la
presencia/ausencia de los compuestos dependiendo de factores como la época del afio en que se
colecta el material vegetal y la etapa del ciclo de vida , por lo que es necesario establecer analisis
de control de calidad que implican la identificacién por medio de técnicas mediante analisis del
DNA, con el fin de discriminar especies a las especies a nivel genético (Marcial-Quino et al.,
2015).

DNA Barcoding
Los métodos para identificar y clasificar a la biodiversidad han sido modificados conforme se

consideran diferentes aspectos de los individuos en una poblacion; estos analisis pueden ocurrir




con base en caracteres morfologicos, o bien a partir de atributos moleculares, entre los que se
considera la totalidad de elementos genéticos o de sus derivados (i.e. proteoma, transcriptoma o
genoma), o bien, con el uso de apenas unas pocas regiones especificas del DNA (Scotland et al.,
2003). Dentro del estudio de regiones moleculares, los métodos para identificar especies por
medio de secuencias cortas ortélogas de DNA (<1000 pb), conocidas como barcodes, facilitan
los estudios de la biodiversidad al asociar una especie con una referencia especifica dentro de una
coleccion (Kress et al, 2005).

El principio del barcoding se basa en el uso de secuencias de origen nuclear o plastidico, en el
caso de las plantas, las cuales evolucionan rapidamente con el fin de apreciar de forma precisa las
diferencias que presentan especies cercanamente emparentadas (Veldman et al., 2014).
Adicionalmente, estas secuencias deben estar flanqueadas por regiones universalmente
conservadas del DNA que funcionan como primers; el Consorcio para Codigo de Barras de la
Vida (CBOL) propuso el uso de los marcadores de cloroplasto rbcL y matK, pero debido a que
no ha resultado ser exitoso en todos los grupos, se ha optado por complementar con trnH-psbA y
el marcador nuclear 1TS2 (Hollingsworth et al., 2011), los cuales se han utilizado efectivamente
en Arnica montana y Galphimia glauca, aunque en este Gltimo, en adicion al marcador plastidico
rpoC1 8 (Sharma et al., 2012, Van Rossum et al., 2018).

Marcadores moleculares
El uso de diferentes marcadores moleculares sirve para afinar las carencias del uso de marcadores

por si solos, lo cual puede ayudar a mejorar la capacidad discriminativa y, por lo tanto, la
eficiencia en la identificacion de especies (Hollingsworth et al., 2011). De acuerdo con Cristians-
Niizawa (2020), los marcadores mas adecuados en materia de plantas tras una busqueda
comparativa de su eficiencia son los siguientes:

rbcL (subunidad mayor de la enzima Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa, RuBisCO):
locus ampliamente caracterizado con facilidad de amplificacion (Techen et al, 2014).

matK (maturasa K): locus plastidico de rapida evolucion con hasta el 66% de eficiencia para la
identificacion de especimenes, sin embargo, requiere de modificaciones en las condiciones de
amplificacion para obtener la secuencia correspondiente (Hollingsworth, 2011).

ITS2 (segundo espaciador del transcrito interno del cistron ribosomal nuclear): marcador con alto
porcentaje de amplificacion que presenta alta divergencia interespecifica.

trnH-psbA (espaciador intergenico de cloroplasto): espaciador con alta tasa de divergencia entre
linajes de angiospermas (Kress y Erickson., 2007).

rpl32-trnL (espaciador intergénico de cloroplasto): presenta el grado mas alto de variabilidad

entre distintos linajes de angiospermas, sin embargo, es dificil de alinear dado su tamafio variable
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y largos sitios de insercion-delecion (Peterson et al., 2014).

Capacidad discriminativa de los codigos de barras

Dentro del método para generar cddigos de barras, los andlisis filogenéticos se utilizan para
observar las relaciones entre los diferentes individuos. A partir de las filogenias generadas, es
posible inferir caracteristicas evolutivas como tiempos de divergencia, extincion o cladogénesis,
sin embargo, en términos del barcoding estos arboles se remiten al reconocimiento de grupos de
especimenes que nos permiten identificar taxones, idealmente a nivel de especie (Hajibabaei et
al., 2007).

Los analisis filogenéticos se establecen a partir de un método fundamental que consiste en el
alineamiento de las secuencias generadas a partir de diferentes muestras, una posterior busqueda
de modelo de sustitucidn y una construccién de la topologia de los arboles, lo cual se puede lograr
por métodos como parsimonia, maxima verosimilitud o inferencia Bayesiana (Braukmann et al.,
2017). Los andlisis por parsimonia son un primer acercamiento a los arboles filogenéticos y
resultan importantes para tener una primera idea de las relaciones entre los individuos, ya que su
mayor ventaja recae en la facilidad y rapidez para obtener resultados por este método, no obstante,
su sesgo hacia la construccion de un arbol que busca el menor nimero de pasos evolutivos puede
dar origen a relaciones no resueltas o a maltiples arboles con la misma probabilidad de ocurrir
(Goloboff, 2003).

Uno de los métodos estadisticos ampliamente utilizados es la inferencia Bayesiana, cuyo
principio se fundamenta en determinar la probabilidad posterior dada una probabilidad previa o
prior y una funcion de verosimilitud (Cummings et al., 2003). Debido a que obtener las
probabilidades posteriores para este tipo de datos es complicado matematicamente, se utilizan
procedimientos estocasticos para estimar las probabilidades posteriores, como por ejemplo las
cadenas de Markov Montecarlo (MCMC por sus siglas en inglés) (Huelsenbeck et al., 2001). Es
por esta dificultad implicita en el método Bayesiano que se suele usar el método de Maxima
verosimilitud, la cual se define como la probabilidad de observar los datos dada una hipétesis, lo
qgue en biologia molecular se traduce como la probabilidad de observar las secuencias de
nucledtidos, dado un arbol y un modelo de sustitucion (Felsenstein, 1981), a dia de hoy es el
método mas ampliamente utilizado en la discriminacion de especies a partir de barcodes, ya que
otorga resultados méas concisos al resultar en sélo un arbol mas probable, a diferencia de
parsimonia que ofrece varios arboles igualmente probables basados en una cantidad de cambios
o de la inferencia Bayesiana que requiere de la especificacion de las probabilidades previas o
priors (Bafeel et al., 2012).

Adicionalmente a la construccion de filogenias, la identificacion de especies por medio de DNA
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barcodes solo es segura si existe una diferencia significativa entre la distancia genética
interespecifica, al mismo tiempo que existe una consistencia a nivel intraespecifico (Candek y
Kuntner, 2015), por lo que se emplea el fundamento de barcoding gap, que utiliza criterios como
la regla 10X, que asume que se puede inferir la identidad de las especies por medio de una
distancia genética interespecifica al menos 10 veces mayor que entre los individuos de una
especie (Herbert et al., 2003), aunque este regla no ha podido ser aplicada a muchos grupos de
organismos, en los cuales la distancia intra e interespecifica incluso puede llegar a sobrelaparse
(Meier et al., 2008; Smith et al, 2008). Para tratar este problema, se desarrollé un método llamado
ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), que tiene como objetivo identificar taxones a partir
de diferentes distribuciones de frecuencias basadas en distancias genéticas. A partir de varios
umbrales de distancias genéticas elegidos a priori, se calcula primero el limite maximo teérico
(P maxima) de la diversidad intraespecifica, luego se identifica la distancia genética superior a P
méaxima en toda la distribucién de distancias genéticas de los individuos, donde se encuentra un

limite potencial entre la diversidad intra e interespecifica (Puillandre et al. 2012)

Polémicas sobre el uso de barcodes
Esta técnica se ve como una alternativa muy prometedora a largo plazo dentro de las técnicas que

permiten identificar especies, no obstante, se discuten algunos puntos que deben mantenerse en
consideracién ante los resultados que arrojan los protocolos o algoritmos que los emplean. De
acuerdo con Meier et al. (2008), uno de los problemas es que la identificacion a partir de estas
secuencias cortas podria estar sobrevalorada ya que, en términos de morfologia, es una analogia
a la identificacién a partir de solo un pequefio fragmento de un individuo. El otro problema que
afecta a esta técnica es el fundamento del barcoding gap, el cual es un método de distancia que
establece diferencias filogenéticas a partir de un cociente de distancia interespecifica entre la
distancia intraespecifica, aunque en numerosos estudios se sugiere el uso de la distancia
interespecifica mas corta para resolver problemas de identidad (Cognato, 2006; Roe y Sperling,
2007).

Collins y Cruickshank (2013) han hecho una recopilacion de los errores dentro de estos estudios,
entre los que destacan siete por su especial importancia dentro del marco conceptual y de los
criterios experimentales para determinar si el método de barcoding puede resultar suficiente para
resolver problemas de identificacion de especimenes (Tabla 2), no obstante, se recomiendan
posibles soluciones para que este tipo de investigaciones que se enfocan en el correcto uso de
términos, la apropiada delimitacion de hipdtesis y objetivos, asi como de los analisis

recomendados.
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Tabla 2. Los siete problemas principales al realizar investigaciones basadas en el uso de
cddigos de barras para la identificacion de especimenes, asi como las soluciones enfocadas en

el correcto uso de conceptos y herramientas computacionales.

Problema

Consecuencia

Solucion

Error al probar

hipdtesis claras

Eleccidn de métodos analiticos
inapropiados o subdptimos debido a
confusién en los objetivos de
estudio.

Determinar explicitamente cada
hipotesis y presentar diferentes
experimentos para cada uno de los
aspectos, asi como la presentacion

de resultados por separado.

Identificacién a priori

inadecuada de especies

Identificaciones conflictivas hechas
en diferentes laboratorios pueden
comprometer la efectividad de las

bases de datos usados para
investigaciones con objetivos de
regulacion

Presentar una bibliografia de
referencias, asi como la
descripcidn de caracteres
morfolégicos usados en el proceso

de identificacion.

Uso del término
“identificacion de

especies”

Existe una confusion entre
identificacion de especimenes y

delimitacidn de especies.

Utilizar términos como
“identificacion de individuos” o

“descubrimiento de especies”

Uso inapropiado de
arboles por neighbour-

joining

Depender de monofilia estricta para
la identificacién puede reducir la
efectividad aparente del Barcoding
como herramienta de identificacion.
Esto debido a parafilia originada por
el mtDNA o mala identificacion de

especies.

Usar otros métodos como “best
close match” que han demostrado
alta eficiencia en la identificacion

de individuos. Esto se puede
lograr al estimar la riqueza de
especies utilizando el programa

ABGD (Puillandre et al., 2011)

Uso inapropiado de

bootstrap

Para la identificacion de
especimenes, el bootstrap puede
reducir aun mas la efectividad
asociada al uso de Neighbour

joining.

Uso de bootstrap solamente en
una parte del proceso de

delimitacion de especies.

Uso inapropiado de
umbrales de distancia

corregida

En un umbral genérico con valores
demasiado altos o bajos puede llevar

a un sesgo de identificacion.

Uso del software ABGD para la

optimizacion de datos.

Interpretacion
incorrecta del

barcoding gap

Las distribuciones del
sobrelapamiento de distancias intra-
e interespecificas no necesariamente

significa que los cédigos de barras
se ejecutaron de manera pobre para

la identificacion.

Para la identificacion de
especimenes, las gréficas de
puntos de distancias intra e
interespecificas son una mejor
manera de ilustrar los resultados

por barcoding gap.
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Justificacion

Los meétodos farmacopéicos reconocidos actualmente para identificar el material vegetal
comercializado bajo el nombre de &rnica solamente estan descritos para las especies A. montana

y H. inuloides; por otro lado, han resultado ser poco precisos y pueden representar problemas a

la salud relacionados con la intoxicacion derivada de la confusion entre especies (CPFEUM,
2021; Rodriguez-Chavez et al., 2017). En el caso de los barcodes, estos no han sido establecidos

en todas las especies del complejo, aunado a que no hay marcadores moleculares estandarizados
para identificarlas, por lo que hace falta una herramienta de identificacion para especies selectas

de este complejo que pueda ser aprovechada para desarrollar andlisis de control de calidad y
complemente la informacion existente en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos.

Hipotesis

Las especies del complejo arnica no son capaces de ser identificadas mediante marcadores
universales que generen cddigos de barra por lo tanto sera posible identificar las especies del
complejo a través de algin marcador molecular utilizando amplificacion por PCR que afinen la

capacidad discriminativa de los cddigos de barras.

Objetivo general

Identificar taxdnomicamente, mediante el uso de codigo de barras, especies selectas del
complejo arnica (Arnica montana, Heterotheca inuloides, Galphimia glauca y Oenothera
rosea) para proponer una herramienta de control de calidad del material vegetal comercializado.

Objetivos particulares

- Obtener DNA gendmico a partir de ejemplares representativos de las especies del complejo
arnica: A. montana, H. inuloides, G. glauca y O. rosea

- Obtener por amplificacion mediante PCR, diferentes marcadores moleculares para afinar
la capacidad discriminativa de los codigos de barras en individuos previamente
identificados provenientes de colecciones.

- Comparar los codigos de barras generados de muestras de jardin etnobioldgico y Herbario
con muestras comercializadas bajo el nombre comun de “drnica”.
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Metodologia

Colecta de individuos en Jardin Etnobioldgico
Se colecto tejido foliar en desarrollo de cinco individuos de las especies H. inuloides y O. rosea, asi

como de tres individuos de G. glauca presentes en la coleccidn del Jardin Etnobioldgico del Jardin
Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM. El tejido se almacend en conos de papel filtro y se

secaron a temperatura ambiente durante dos semanas dentro de una bolsa hermética con gel de silice.

Obtencidn de individuos de herbario

Simultdneamente, se obtuvieron muestras de tejido foliar de individuos herborizados en el Herbario
Nacional (MEXU). Se muestrearon siete individuos de la especie G. glauca, dos individuos de H.
inuloides y dos de O. rosea (Anexo 1), esta diferencia en el nimero de individuos fue determinada
para utilizar la menor cantidad de ejemplares de G. glauca presentes en el Jardin Etnobioldgico.

Obtencidn de las muestras comerciales

Se adquirié material vegetal comercializado bajo el nombre comun de arnica en diferentes puntos
de venta de plantas medicinales (tianguis, puestos ambulantes, mercados), con un mayor énfasis en
el Mercado Sonora, debido a que es un centro de distribucion nacional de plantas medicinales y al
gran flujo de personas procedentes de todas las alcaldias de la Ciudad de México que acceden a las
especies vegetales para poder comercializarlas en sus propias localidades. Dentro de los puestos se
procedio a realizar el siguiente cuestionario para poder adquirir especies dentro de este estudio, asi

como especies adicionales que la gente del mercado podria conocer como arnica:

1) ¢Puede mostrarnos algunas arnicas que venda?

2) ¢Tiene otras plantas que ustedes conozcan como arnica?

3) ¢De ddnde vienen estas plantas?

4) ¢Donde podriamos conseguir arnica europea por aqui?

5) ¢Para qué se usan estas plantas?

Posterior a su adquisicion, se aplico el mismo metodo de muestreo del tejido foliar descrito para

las especies provenientes del Jardin Etnobioldgico.

Extracciéon de DNA

Siete dias previos a la extraccion de DNA, se pesaron aproximadamente 20 mg de material foliar de
cada individuo y se almacenaron en microtubos a una temperatura de -70° C. El dia de la extraccion,
el material fue lisado por medio de un equipo TissueLyser 1l (QIAGEN®) y se realiz0 la extraccion
de DNA de acuerdo con modificaciones al protocolo establecido por el kit DNeasy Plant Mini
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(QIAGEN®). Posteriormente, se evalué la cantidad y calidad del DNA mediante mediciones
espectrofotométricas de 1 uL de muestra por individuo mediante un equipo Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific), asi como por visualizacion en gel tras una electroforesis. El cociente 260/280 esta
relacionado con la pureza del DNA, el cual debe tener un rango 6ptimo de 1.8 a 2 (Lucena-Aguilar
et al., 2016); de forma complementaria se utiliza el cociente 260/230, el cual tiene valores 6ptimos
de 2 a 2.2, lecturas menores a dicho rango pueden indicar la presencia de contaminantes que absorben
a 230 nm (Desjardins y Conklin, 2010).

Amplificacion de los marcadores
La amplificacion de los marcadores matK, rbcL, trnH-psbA, rpl32-trnL e ITS2 se realizé por la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un volumen final de 30 uL. por muestra, utilizando una
mezcla de reaccién Master Mix (Ampligon) basado en la metodologia descrita por Kress y Erickson
(2012) y Cristians-Niizawa (2020), con las modificaciones que se describen en la Tabla 3. La
evaluacion de la presencia de fragmentos amplificados de DNA fue realizada mediante electroforesis
en gel de agarosa (1%) con Midori Green (Nippon Genetics) como agente intercalante, con un voltaje

constante de 105 V y amperaje variable durante un periodo de 35 minutos.

Tabla 3. Condiciones del termociclador y mezcla de reaccion para la amplificacion de los
marcadores: rbcL, matK, 1TS2, trnH-psbA y rpl32-trnL.

rbcL/matK ITS2 trnH-psbhA rpl32-trnL

°C | Tiempo °C | Tiempo °C | Tiempo °C | Tiempo
Desnaturalizacion |~ | 94| 2min | » | 95 | 5min | » | 94 | 2min | » | 95 | 3min
inicial e} S ° o
Desnaturalizacion | -5 | 94| 30seg | S | 94 | 30seg | S | 94 | 30seg | S | 94 | 1min
Alineamiento Q | 52| 45seg | Q | 56 | 30seg | Q | 55 | 40seg | ©2 |53 | 1min
Extension 72 1 min 72 | 45seg 72 | 40 seg 72 | 2min
Extension final 72 5 min 72 | 10 min 72 5 min 72 | 10 min
Concentracion final rbcL/matK ITS2 trnH-psbA rpl32-trnL
Master Mix (MgCl2 1.5 mM) 1x 1x 1x 1x
Oligos 0.1 mM 0.6 mM 0.25 mM 0.25 mM
DNA 10 ng/uL 10 ng/uL 10 ng/uL 10 ng/uL

Secuenciacion y elaboracion de secuencias consenso
Se realizo la secuenciacion Sanger en el Laboratorio Nacional de Biodiversidad (LANABIO) por

medio de un método de purificacién en Sephadex con un equipo Applied Biosystems 3730xl.
Posteriormente se generaron las secuencias consenso utilizando el programa DNADynamo
(BlueTracto Software); aquellas secuencias con muchos errores o diferencias de tamafio que no

permitian ser empalmadas para obtener las secuencias consenso fueron descartadas.

Evaluacion de la capacidad discriminativa
Para conocer la capacidad discriminativa de cada marcador molecular evaluado, se realizaron dos
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tipos de analisis, uno filogenético y otro de distancia del codigo de barras. Para el analisis
filogenético, se realizé el alineamiento de las secuencias consenso por medio del algoritmo MUSCLE
y posteriormente se hizo un analisis de Maxima verosimilitud en el programa MEGAL11 (Tamura et
al., 2022, por medio del modelo de sustitucion y distribucion méas adecuado, seleccionando aquel con
la puntuacion mas baja del criterio de informacién bayesiano. Como medida de soporte estadistico
se realizaron 1,000 iteraciones de Bootstrap,.

De igual forma, se realizé un andlisis de distancia del codigo de barras utilizando la herramienta
Automatic Barcode Gap Discovery (Puillandre et al., 2012), para ello se emplearon los alineamientos
previamente generados para cada uno de los marcadores moleculares evaluado, se seleccion6 un valor
de divergencia intraespecifica previa de entre 0.001 a 0.1 y se analizaron por medio del método de
distancia simple.
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Resultados

Obtencion de las muestras de estudio del complejo arnica
En el Jardin Etnobiol6gico se obtuvieron muestras de cinco individuos de H. inuloides (Figura 1a),

cinco individuos de O. rosea (Figura 1b) y cuatro individuos de la especie G. glauca (Figura 1c),
mientras que en el Herbario Nacional (MEXU) se obtuvieron cinco muestras de G. glauca, tres de
H. inuloides y tres de O. rosea (Tabla 4).

Por otra parte, en el mercado de Sonora, ubicado en la alcaldia Cuauhtémoc en la Ciudad de México,
en tres diferentes locales, se consiguieron dos muestras de H. inuloides y cinco muestras de O. rosea;

aunado a esto, se consiguieron una muestra denominada “arnica morada” (Figura 1d) y otra nombrada

Figura 1. Plantas del complejo &rnica utilizadas en este estudio: a) Heterotheca inuloides, b)
Oenothera rosea, ¢) Galphimia glauca, d) Cuphea aequipetala y ) Chrysactinia mexicana. Fotos:
Jonathan Alvarez
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Tabla 4. Muestras del complejo arnica utilizadas en este estudio. En rojo se destacan aquellas

muestras que se utilizaron en los andlisis discriminativos.

Nombre Nombre
G. glauca 1 G. glauca 5
G. glauca 2 G. glauca 6
G. glauca 3 G. glauca
G. glauca 4 G. glauca

H. inuloides 1 G. glauca
H. inuloides 2 H. inuloides
Jardin Etnobioldgico H. inuloides 3 Herbario Nacional H. inuloides
(MEXU)
H. inuloides 4 H. inuloides
H. inuloides 5 O. rosea
O. rosea 1 O. rosea
O. rosea 2 O. rosea
O. rosea 3
O.rosea 4
O. rosea 5
Procedencia
H. inuloides 7 Mercado de Sonora, local 186
H. inuloides 8 Mercado de Sonora, local 203-204
O. rosea 7 Mercado de Sonora, local 186
O. rosea 8 Mercado de Sonora, local 203-204
Muestras de mercado O.rosea 9 Mercado de Sonora, local 186
O. rosea 10 Mercado de Sonora, local 203-204
O. rosea 11 Mercado de Sonora, local 203-204

Arnica morada

Mercado de Sonora, local 203-204

Arnica de monte

Mercado de Sonora, local 203-204

Extraccion de DNA

Se cuantifico y evaluo la calidad del DNA extraido, revelando una calidad irregular asociada al origen

de las muestras. En los individuos herborizados ninguno de los cocientes evaluados estuvo en el

rango Optimo de pureza y contaminantes; sin embargo, se eligieron dos de los individuos de G. glauca

por su alta concentracion de acidos nucleicos (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de la espectrofotometria de DNA de las muestras obtenidas del Herbario

Nacional. En rojo se destacan aquellas muestras que se utilizaron en los analisis discriminativos.

Individuo DNA (ng/uL) ABS 260/230 ABS 260/280
G. glauca. 10.2 0.55 1.27
G. glauca. 6.8 0.54 0.61
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G. glauca 5 103.1 1.29 1.68
G. glauca 6 19.8 0.45 1.12
G. glauca 16.9 0.49 1.07
H. inuloides 0.3 0.02 0.17
H. inuloides 134 0.26 0.78
H. inuloides 16.2 1.34 1.38
O. rosea 36.1 0.81 1.73
0. rosea 15.1 0.47 1.03
0. rosea 19.1 0.57 1.28

Los individuos colectados en el Jardin Etnobiologico presentaron una mejor calidad en el DNA
extraido; seis muestras tuvieron un cociente 260/280 6ptimo, y solamente una muestra (G. glauca 2)
tuvo un valor adecuado del cociente 260/230. Todas las muestras provenientes del Jardin
Etnobioldgico se utilizaron para la amplificacion de los marcadores moleculares, debido a la alta
concentracion de DNA obtenida (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de la espectrofotometria de DNA de las muestras colectadas de Jardin

Etnobiologico del Jardin Botanico de la UNAM. Se destacan con rojo las muestras con rango

optimo.

Individuo DNA (ng/uL) ABS 260/230 ABS 260/280
G. glauca l 201.3 1.86 1.87
G. glauca 2 106.7 2.07 1.87

O.rosea 1 84.1 1.22 1.86

O. rosea 2 9.1 0.98 1.41
O. rosea 3 10.9 0.78 1.31
O. rosea 4 6.9 0.87 1.42
O. rosea 5 17.8 0.93 15
H. inuloides 1 20.5 1.64 1.92
H. inuloides 2 41.1 1.36 1.83
H. inuloides 3 4.6 3.46 2.57
H. inuloides 4 5.8 0.79 1.81
H inuloides 5 12.2 0.55 1.66

Respecto a las muestras comerciales, seis muestras exhibieron un rango éptimo de los cocientes
260/230 y 260/280, indicando niveles de pureza y contaminantes idoneos. Solamente la muestra de
arnica de monte presentd cocientes por debajo del rango esperado, coincidente con el estado de
conservacion del material vegetal vendido. Todas las muestras presentaron alta concentracion de
DNA, por lo que se usaron para poner a prueba la capacidad discriminativa de los marcadores
moleculares. Cabe denotar la buena calidad del DNA proveniente de ejemplares comercializados

tanto en fresco como en seco (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados de la espectrofotometria de DNA de las muestras obtenidas por medio del

comercio. Se indica con rojo la muestra con rango 6ptimo y con asterisco, las muestras utilizadas
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para los analisis discriminativos.

Individuo DNA (ng/uL) ABS 260/230 ABS 260/280

O. rosea comercial 1* 84.1 2.15 1.86
0. rosea comercial 2* 87.5 1.98 1.81
0. rosea comercial 3* 90.9 2.12 1.79
O. rosea comercial 4 86.9 2.07 1.82
O. rosea comercial 5 97.8 2.03 175
H. inuloides 6™ 80.5 1.64 1.92

H. inuloides 7* 81.1 2.06 1.83
Arnica morada* 95.8 2.09 1.81
Arnica de monte* 72.2 1.75 1.67

Amplificacion de los marcadores moleculares
La visualizacion mediante la electroforesis en gel de agarosa permitié elegir los amplicones

candidatos a ser secuenciados de acuerdo con la intensidad para cada una de las muestras.
Dada la ausencia de amplicones, se descartd del estudio al marcador matK ya que solamente se logré
amplificar este marcador en tres individuos de la especie H. inuloides (Figura 2b).
El marcador rbcL present6 amplicones para todas las muestras provenientes del Jardin Etnobiol6gico,
muestras frescas; mientras que para los ejemplares herborizados se observaron amplicones solamente
para cuatro individuos, uno de H. inuloides y tres de G. glauca, destacando las muestras G. glauca 5
y G. glauca 6, motivo por el cual son las Unicas muestras de herbario que se utilizaron en la
amplificacion del resto de los marcadores moleculares evaluados (Figura 2a).
En el caso del marcador molecular 1TS2 reveld que, salvo una muestra de G. glauca de herbario, el
resto de los individuos amplificaron, no obstante, los especimenes provenientes del Jardin
Etnobioldgico tuvieron una mayor concentracion de DNA. Todos los amplicones presentaron un peso
molecular similar, o sea, no hubo una distincion entre las distintas especies estudiadas (Figura 2c).
El espaciador trnH-psbA amplificd solamente en dos de las muestras de herbario, G. glauca 5y H.
inuloides, y para el caso de los especimenes provenientes del Jardin Etnobiolégico mostrd
amplicones en todos los casos, a excepcion de O. rosea 1. Los amplicones de dicha especie
presentaron una menor concentracion de DNA. Cabe destacar que el marcador trnH-psbA mostro
distintos tamafios segun la especie amplificada, siendo notoria la diferencia entre H. inuloides, el
fragmento mas ligero, y G. glauca, el mas pesado (Figura 2d).
Finalmente, el marcador rpl32-trnL presentd un s6lo amplicén de una muestra de herbario de H.
inuloides; en los individuos del Jardin Etnobioldgico, solamente la especie O. rosea amplificé en
todas sus muestras, para el caso de H. inuloides se recuperaron tres amplicones y en G. glauca
unicamente un amplicén. Al igual que en el caso de trnH-psbA, este espaciador intergénico mostrd
distintos pesos moleculares para cada una de las especies estudiadas, siendo los amplicones de O.
rosea los mas ligeros, seguidos por los de H. inuloides y el de G. glauca fue el de mayor peso (Figura
2e).
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Figura 2. Amplicones de los marcadores: a) rbcl; b) matK; c¢) ITS2; d) trnH-psbA; e) rpl32-trnL. En
todos los casos se muestra el marcador de peso molecular seccionado cada 250 pares de bases (pb).

C+ control positivo DNA de Portulaca oleracea, C- control negativo agua grado molecular.
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Generacidn de las secuencias consenso
Dentro de las distintas muestras de los marcadores secuenciados, rbcL, 1TS2, trnH-psbA y rpl32-

trnL, se presentaron obstaculos al momento de generar las secuencias consenso, ya que varias
presentaron nucléotidos cuya identidad no se podia asignar o estaban incompletas alguna de las dos
secuencias complementarias, 1o que redujo considerablemente el nimero de amplicones a usar en los
analisis discriminativos (Tabla 7). Estos problemas fueron mayores en rpl32-trnL, marcador del que
solamente se pudieron ensamblar dos secuencias consenso para la especie H. inuloides, 20% de las
muestras totales amplificadas; dicho tamafio de muestra reducido, aunado a que solamente se
recuperd informacién para una especie, impidio su empleo en la identificacion del resto de las
especies del complejo arnica (Tabla 7). En el caso del marcador trnH-psbA, se tuvo un resultado
similar, generando solo tres secuencias consenso, las mismas muestra de H. inuloides y una de G.
glauca, 23% de las muestras totales amplificadas (Tabla 7); como se recuperaron dos especies del
complejo y se puedo conseguir una secuencia del GenBank de O. rosea, si se procedi6 a los andlisis
discriminativos. Los dos marcadores restantes presentaron una buena eficacia, siendo ITS2 aquel con

el mayor porcentaje de secuencias consenso generadas, 97%, seguido de rbcL con un 93% (Tabla 8).

Tabla 8. Eficacia de cada uno de los marcadores moleculares, representada por el nimero de
amplicones obtenidos (eficacia de amplificacion) y de secuencias consenso generadas (eficacia de
secuencias consenso). Estos datos representan solamente las muestras de las especies G. glauca, H.

inuloides y O. rosea.

Eficacia de Eficacia de secuencias
Marcador L
amplificacion COoNsenso

matK 13% 0%

rbcL 94% 93%
trnH-pshA 81% 23%
rpl32-trnL 63% 20%

ITS2 94% 97%

Evaluacion de la capacidad discriminativa por arboles filogenéticos
Para los analisis discriminativos siguientes se utilizaron tres marcadores moleculares: rbcL, ITS2 y

trnH-psbA. Para complementar estos analisis se utilizaron secuencias de la base de datos GenBank
para incluir muestras de A. montana en este estudio, asi como una secuencia de O. rosea para el caso
de trnH-psbA, con el fin de contar con al menos un individuo de cada especie del complejo arnica.
En el caso del arbol generado con el marcador trnH-psbA (Anexo 2), solamente se incluyeron las

secuencias de dos individuos de H. inuloides y un individuo de G. glauca, sumadas a dos secuencias
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de A. montana y una de O. rosea obtenidas de GenBank. Sumado al problema de la carencia de
especimenes evaluados, se ponen en duda las relaciones filogenéticas resultantes, donde el clado de
la especie H. inuloides muestra como especie hermana a G. glauca y en segundo término a O. rosea,
completamente separado de A. montana a pesar de pertenecer a la misma familia. Por lo anterior, se
descarta como candidato a barcode dentro de este complejo etnobotanico.

Para el marcador rbcL los anélisis se llevaron a cabo con un total de 14 secuencias pertenecientes a
las tres especies estudiadas del complejo arnica, con el fin de incluir a A. montana, se consulto
GenBank, encontrando una sola secuencia para este gen. El arbol generado se encuentra dividido en
dos grandes clados, uno de ellos formado por las muestras de las dos arnicas de la familia Asteraceae
(H. inuloides y A. montana); el otro grupo lo conforman las muestras de G. glauca y O. rosea
separadas en dos subgrupos con un soporte del 99%, mostrando que rbcL es capaz de distinguir
inequivocamente a las cuatro especies selectas del complejo arnica (Anexo 3).

En el caso del espaciador nuclear ITS2 el analisis filogenético se realizd con un total de 15 secuencias
de las especies provenientes del Herbario Nacional y el Jardin Etnobioldgico. En este caso, la revision
a la base de datos de GenBank arrojo seis secuencias de A. montana, las cuales fueron incorporadas
al estudio. Al igual que en el caso de rbcL, se observa que el arbol generado se encuentra dividido
en dos clados principales, uno constituido por las especies de la familia Asteraceae utilizadas en este
estudio y el otro clado con las otras tres especies, cuya relacion cuenta con un soporte de bootstrap
del 99% (Anexo 4).

Dada la capacidad discriminativa de los marcadores moleculares rbcL e I1TS2, se eligieron para
identificar taxonémicamente a las muestras comerciales arnica de monte y arnica morada. Las
secuencias de los marcadores obtenidas a partir del DNA de dichos especimenes se compararon con
la base de datos de GenBank por medio de la herramienta BLAST. ElI mayor porcentaje de identidad
del arnica morada fue con la especie Cuphea aequipetala Cav., mientras que Chrysactinia mexicana
A. Gray resulté ser la especie con mayor similitud a la muestra de &rnica de monte (Anexo 5). Tras
la identificacion de estas dos especies nuevas de arnica, y con el fin de comprobar con un mayor
namero de muestras la veracidad de los resultados dados por el BLAST, se obtuvieron muestras
foliares de tres individuos de cada especie. En el caso de C. aequipetala se muestrearon individuos
silvestres que crecian en las inmediaciones del Jardin Botanico de la UNAM; mientras que, para C.
mexicana, se tomaron hojas de plantas ubicadas en los invernaderos del Jardin Botanico del Instituto
de Biologia.

Un objetivo particular de este trabajo verso en el uso barcodes para la identificacion de muestras
comerciales, por lo que tanto el marcador rbcL como ITS2 se pusieron a prueba con el resto de las
muestras comerciales adquiridas en el mercado Sonora (Tabla 4).

El &rbol filogenético a partir del marcador molecular rbcL se construy6 con un total de 26 secuencias
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pertenecientes a las seis especies del complejo arnica incluidas en este estudio. En esta filogenia se
destacan dos clados, uno conformado por las especies A. montana, C. mexicana y H. inuloides, todas
pertenecientes a la familia Asteraceae, donde se separan con un soporte del 99% seis muestras de H.
inuloides del resto de las asteraceas; cabe destacar aqui que la muestra H. inuloides 5 quedd en el
grupo de A. montana y C. mexicana, aunque presentaron bajos niveles de soporte en dicha relacion.
En el otro clado se encuentran el resto de las especies del complejo &rnica, que pertenecen a las
familias Onagraceae, Lythraceae y Malpighiaceae; es importante hacer notar que, con un soporte del
100%, C. aequipetala y O. rosea conforman un grupo distinto a las muestras de G. glauca, siendo
las dos primeras especies mencionadas parte del orden de las Myrtales (Figura 3).

AlHeterotheca inuloides 5 |
0.007 ymica ae monte

Asteraceae 0.998 KF602249.1 Arnica montana rbeL

0.9%4

0.177

- : Heterotheca inuloides 6

0.863 Heterotheca inuloides 7

T 0.027 | Heterotheca inuloides 4
0090 Heterotheca inuloides 3

0.068 ﬁ Heterotheca inuloides 1

0.16 —|Heterotheca inuloides 2

Malpighiaceae | Galphimia glauca 4
1 ~——————————[Galphimia glauca 2

0.868 Galphimia glauca 1

W{: Galphimia glauca 3

Lythraceae Quphea aequipetala 3
1 | Arnica morada

033 Cuphea aequipetala 2
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Figura 3. Arbol inferido mediante el método de Méxima verosimilitud y el modelo de sustitucion de
nucledtidos Kimura de 2 parametros a partir del marcador rbcL. Los nimeros en las ramas
representan el soporte de Bootstrap (1000 réplicas) y se resaltan en diferentes colores cada una de las
especies. Los analisis fueron realizados en el software Mega XI (Tamura et al., 2021).

El arbol filogenético a partir del espaciador intergénico 1TS2 se construyé con 34 secuencias
pertenecientes a las seis especies selectas del complejo etnobotanico estudiado. De manera similar a

los arboles anteriores, un clado principal estuvo constituido por las muestras de la familia Asteraceae,
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diferenciando las tres especies con soportes que van del 87 al 91%. Por otro lado, se separaron las
especies C. aequipetala y O. rosea de las muestras de G. glauca, con un valor de bootstrap del 87%,
y las especies pertenecientes al orden de las Myrtales, se diferencian con un soporte del 86% (Figura
4).

A diferencia de rbcL, ITS2 agrupa las muestras de cada especie analizada en clados perfectamente
separados, ademas que se lograron obtener un mayor nimero de secuencias, lo que permite proponer
a este marcador molecular como el candidato idoneo para resolver problemas de identidad entre

especies del complejo etnobotéanico arnica, mismo que se caracteriza por su diversidad taxonémica.
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Figura 4. Arbol inferido mediante el método de Maxima verosimilitud y el modelo de sustitucion
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de nuclettidos Tamura de 3 parametros a partir del espaciador nuclear ITS2. Los nimeros en las
ramas representan el soporte de Bootstrap (1000 réplicas) y se resaltan en diferentes colores cada
una de las especies. Los andlisis fueron realizados en el software Mega XI (Tamura et al., 2021).

Evaluacion de la capacidad discriminativa mediante el analisis de distancia del codigo de barras

Con la finalidad de robustecer los resultados anteriores se evalud a través de un analisis de distancia
del codigo de barras, la capacidad discriminativa de los marcadores moleculares rbcL e ITS2, en las
muestras comerciales, del Jardin Etnobioldgico, del Herbario Nacional y del GenBank.

En el caso de rbcL cuando la divergencia intraespecifica previa es méas estricta (P= 0.001 — 0.0077),
se muestra una distincién de 6 grupos conformados por: las muestras de las especies de O. rosea
(grupo 1); los especimentes de C. aequipetala (grupo 2); todas las H. inuloides (grupo 3); dos
individuos de C. mexicana, comercial y invernadero, junto con la muestra de GenBank de A. montana
(grupo 4); G. glauca 4 (grupo 5); y el resto de las muestras de G. glauca (grupo 6) (Tabla 8). Con un
valor de P més laxo (P= 0.0129 — 0.0359) se hace una divisién en 4 grupos, uno donde se clasifican
todos los especimenes de O. rosea (grupo 1), otro con los especimenes de G. glauca (grupo 2), uno
con las muestras de las tres especies de la familia Asteraceae: H. inuloides, A. montana y C.
mexicana, y por ultimo, el grupo donde se encuentran las muestras de C. aequipetala (grupo 4).

En el caso de ITS2 se muestra una division en 8 grupos cuando la P es estricta (P=0.001 — 0.059), en
este caso, los grupos estan conformados por las muestras de G. glauca (grupo 1), C. aequipetala
(grupo 2), O. rosea (grupo 3), C. mexicana (grupo 4), A. montana (grupo 5) y tres grupos entre los
que se clasifican los especimenes de H. inuloides (grupo 6-8). Cuando la P es laxa (P= 0.1) se forman
7 grupos, los cuales se conforman por las muestras de cada especie de la siguiente manera: G. glauca
(grupo 1), C. aequipetala (grupo 2), O. rosea (grupo 3), C. mexicana (grupo 4), A. montana (grupo
5) y dos grupos donde se distribuyen las muestras de H. inuloides (grupo 6-7).

(Tabla 9).

Estos grupos contienen a diferentes individuos y una mejor resolucién resulta en cada uno de los

grupos correlacionados con cada una de las especies en este estudio.

Tabla 9. Particiones de los marcadores rbcL e ITS2 de acuerdo con los rangos de P utilizados
mediante el método ABGD.

NUmero .
Valor de P Descripcion
de grupos
Grupo 1
0.001-0.0077 6 Oenothera rosea 8, Oenothera rosea 7,
Oenothera rosea 6, Oenothera rosea 5,
Oenothera rosea 4, Oenothera rosea 3,
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rbcL

Oenothera rosea 2, Oenothera rosea 1
Grupo 2
Arnica morada, Cuphea aequipetala, 1,
Cuphea aequipetala 3, Cuphea
aequipetala 2
Grupo 3
H_inuloides 7, H_inuloides 6, H.inuloides
5, H.inuloides 4, H.inuloides 3,
H.inuloides 2, H.inuloides 1
Grupo 4
Arnica de monte, Chrysactinia mexicana 3
KF602249.1 Arnica_montana_rbcL
Grupo 5
Galphimia glauca 4
Grupo 6
Galphimia glauca 3, Galphimia glauca 2,
Galphimia glauca 1

0.0129-0.0359

Grupo 1
Oenothera rosea 8, Oenothera rosea 7, Oenothera
rosea 6, Oenothera rosea 5, Oenothera rosea 4,
Oenothera rosea 3, Oenothera rosea 2, Oenothera
rosea 1
Grupo 2
Galphimia glauca 4, Galphimia glauca 3,
Galphimia glauca 2, Galphimia glauca 1
Grupo 3
Arnica_de_monte, H. inuloides 7, H. inuloides 6,
H.inuloides 5, H.inuloides_4 H.inuloides_3
H.inuloides_2 H.inuloides_1
Chrysactinia_mexicana_3
KF602249.1 Arnica_montana_rbcL
Grupo 4
Arnica morada, Cuphea aequipetala 1,
Cuphea aequipetala 3, Cuphea aequipetala 2

0.001-0.059

Grupo 1
Galphimia glauca 6, Galphimia glauca 5,
Galphimia glauca 4, Galphimia glauca 3,
Galphimia glauca 2, Galphimia glauca 1
Grupo 2
Arnica_morada, Cuphea aequipetala 3, Cuphea
aequipetala 2, Cuphea aequipetala 1
Grupo 3
Oenothera rosea 8. Oenothera rosea comercial 2,
Oenothera rosea 6, Oenothera rosea 4, Oenothera
rosea 3, Oenothera rosea 2, Oenothera rosea 1
Grupo 4
Arnica_de_monte, Chrysactinia mexicana 3,
Chrysactinia mexicana 2, Chrysactinia mexicana
1
5
Grupo5FM177854.1 Arnica_montana_ITS2
FM177855.1 Arnica_montana ITS2
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ITS2

FM177856.1_Arnica_montana_ITS2
FM177857.1_Arnica_montana_ITS2
FM177858.1 Arnica_montana_ITS2
HMO032736.1_Arnica_montana_ITS 2
Grupo 6
H.inuloides 4, H.inuloides 5
Grupo 7
H_inuloides 7
Grupo 8
H. inuloides 6, H.inuloides 3, H.inuloides 2,
H.inuloides 1

0.1

Grupo 1
Galphimia glauca 6, Galphimia glauca 5,
Galphimia glauca 4, Galphimia glauca 3,
Galphimia glauca 2, Galphimia glauca 1
Grupo 2
Arnica_morada, Cuphea aequipetala 3, Cuphea
aequipetala 2, Cuphea aequipetala 1
Grupo 3
Oenothera rosea 8, Oenothera rosea comercial 2,
Oenothera rosea 6, Oenothera rosea 4, Oenothera
rosea 3, Oenothera rosea 2, Oenothera rosea 1
Grupo 4
Arnica de monte, Chrysactinia mexicana 3,
Chrysactinia mexicana 2, Chrysactinia mexicana
1
Grupo 5
FM177854.1 Arnica_montana_ITS2
FM177855.1 Arnica_montana_ITS2
FM177856.1 Arnica_montana_ITS2
FM177857.1 Arnica_montana_ITS2
FM177858.1 Arnica_montana_ITS2
HMO032736.1_Arnica_montana_ITS 2
Grupo 6
H. inuloides 7, H. inuloides 6, H.inuloides 3,
H.inuloides 2, H.inuloides 1
Grupo 7

H.inuloides 4, H.inuloides 5
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Discusion

Especies comercializadas bajo el nombre comdn ““4rnica”
El estudio en el mercado Sonora mostrd una baja diversidad de especies comercializadas bajo el

nombre de arnica, ya que de las 58 especies referidas en el estudio de Rodriguez-Chavez y
colaboradores (2017; Tabla 1) solamente se pudo adquirir la especie Heterotheca inuloides, arnica
mexicana.

Si bien la especie que da nombre al complejo etnobotanico es Arnica montana (Waizel-Bucay y
Cruz-Juarez, 2014), en México ha dejado de ser la especie emblema (Linares y Bye, 1987) y este
lugar lo ha tomado H. inuloides, ya que no solo es ampliamente comercializada fuera de su area de
distribucion geografica, sino ademas se trata de la planta con méas estudios fitoquimicos y
farmacoldgicos en el pais (Rodriguez-Chavez et al., 2017); motivo por el cual cuenta con una
monografia en la FHEUM (CPFEUM, 2021).

Al momento de querer adquirir especies propias del complejo arnica como Galphimia glauca y A.
montana, conocidas como “arnica roja” y “arnica europea”, respectivamente, los locatarios
comentaron que solamente pueden ser conseguidas mediante pedido, lo cual indica que G. glauca
podria no ser tan consumida en la actualidad, o bien, se trata de una especie de consumo local y su
comercializacion se circunscribe a su area de distribucion natural.

El caso de A. montana es particular, ya que a nivel nacional se comercializa en forma de remedios y
medicamentos herbolarios y cuenta con una monografia en la FHEUM (CPFEUM, 2021). Esta
especie se distribuye de forma natural en la regidn occidental y central de Europa, lugar donde
también se produce la mayor cantidad de material vegetal para su venta y exportacion, sobre todo en
Espafia, Italiay Alemania, aungue en el caso de México también hay algunas empresas que la utilizan
para elaborar remedios herbolarios e incluso para la venta del material vegetal, aunque esto se ha
limitado solo a algunas empresas que la cultivan de forma particular (Waizel-Bucay y Cruz-Juarez,
2014). La ausencia de material vegetal comercializado en los mercados representa un dato importante
para la seguridad de los consumidores, ya que se ha reconocido que A. montana puede resultar toxica
al ser ingerida como infusion (Daane, 2001), y en el marco de los complejos etnobotanicos, donde
varias especies reciben el mismo nombre comun y se utilizan para los mismos fines terapéuticos, la
forma mas comun de consumo del &rnica mexicana, tisana e infusion, podria generar eventos de
intoxicacion si estuviera disponible en libre venta el arnica europea.

El &rnica mexicana H. inuloides goza de la mayor aceptacidn por parte de la poblacion, ya que esta
es la especie que se ofrecid al preguntar por el simple nombre de “4rnica”. Este fendémeno puede
darse debido a la regulacion efectuada por diferentes instituciones como COFEPRIS a traves del
conocimiento y métodos de control de calidad establecidos por la FHEUM (2021), sin embargo, esta

regulacién se limita a empresas que manufacturan productos que contienen a estas especies, 1o que
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significa que el alcance de este documento regulador es acotado, ya que se trata de un registro de
especies utilizadas y no de una autoridad sobre la venta de drogas vegetales. Otro factor a considerar
son los gastos de importacién, dado que las empresas que producen A. montana en México la utilizan
en la elaboracion de pomadas y unguentos, mientras que el material vegetal fresco y seco se produce
mayormente en Europa occidental, sobre todo en Alemania, Francia y Espafa (Waizel-Bucay, 2014),
lo cual implica un gasto adicional que influyen en la preferencia de plantas nacionales por encima de
las importaciones.

De manera contrastante, en este estudio fue posible conseguir dos plantas que se comercializaban
bajo los nombres de “arnica de monte” y “arnica morada”, especies cuyos nombres comunes no se
encuentran en la lista recopilada por Rodriguez-Chavez et al. (2017), pero cuyas propiedades
medicinales descritas por el locatario, fueron como antiinflamatorias y tratantes de heridas,

caracteristicas del complejo etnoboténico arnica.
En el caso del arnica de monte, se demostrd por medio del uso de BLAST de las secuencias de rbcL

e ITS2 que su identidad méas probable es la especie Chrysactinia mexicana A. Gray, una especie de
la familia Asteraceae gue en la filogenia demostro tener la relacion mas cercana con A. montana y
H. inuloides, dos especies pertenecientes a la misma familia botanica. Por otro lado, el arnica morada
fue identificada por BLAST como la especie Cuphea aequipetala Kunth, la cual se clasifica dentro
de la familia Lythraceae, un grupo estrechamente relacionado con la familia Onagraceae, ambas
dentro del orden Myrtales (APG 1V, 2016) y cuya relacion fue corroborada al demostrar su estrecha
relacién con la especie O. rosea dentro de este estudio.

El arnica de monte, Chrysactinia mexicana, se caracteriza por su uso como fungicida para el
tratamiento de afecciones de la piel derivadas por hongos, candidiasis o unicomicosis (Medina-de la
Cruz et al., 2021) aunque también destaca como antiinflamatorio para el tratamiento de Ulceras y
gastritis (Reyes-Matamoros et al., 2022), una caracteristica que comparte con la mayoria de especies
de este complejo; no obstante, esta planta recibe varios nombres comunes los cuales no concuerdan
con el nombre de arnica, algunos de los cuales son ‘“hierba de San Nicolds” o “damianita”
(Naturalista, 2022), asi como “calanca” (Reyes-Matamoros et al., 2022). Cabe destacar que esta
especie cuenta con una amplia distribucion a lo largo del pais y en el caso de los nombres
anteriormente mencionados, provienen de avistamientos en el sur de Estados Unidos, en donde se
utiliza el nombre “damianita”, asi como el caso del nombre “calanca” que proviene de un estudio
hecho en Puebla; esto deja la posibilidad de que el nombre de “4rnica de monte” pueda ser
considerado como un regionalismo propio de la Ciudad de México y por lo tanto, como un registro
nuevo dentro del complejo arnica.

El arnica morada, Cuphea aequipetala, es la especie del género Cuphea mas conocida en México y

la mas vendida como remedio herbolario, utilizada en el tratamiento de dolores musculares, golpes,
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gastritis y Ulceras e incluso como tratamiento complementario para cancer, aunque en menor
porcentaje (Aguilar-Rodriguez et al., 2012). Esta especie es denominada bajo varios nombres, como
“trompetilla”, “apanchola”, “pegamosca”, “hierba del cancer”, “alcancer”, “mirto”, “petalillo” o
“zapotillo” (Marquez et al., 1999), aunque en estudios posteriores se registra bajo el nombre de
“arnica falsa” (Aguilar-Rodriguez et al., 2012), lo que adquiere sentido al contemplar los usos
medicinales tan similares que comparte con el resto de las especies de este complejo etnobotanico.

AUn asi, su registro como “arnica morada” no fue encontrado, lo que podria significar un

regionalismo no registrado para esta especie, al igual que en el caso del arnica de monte.

Extraccion de DNA
En cuanto a las muestras de Jardin Etnobiolégico y mercado, una mayor cantidad de ejemplares

mostré una buena calidad de DNA, lo cual se observd por medio de la espectrofotometria y la
electroforesis del DNA extraido, sin embargo, el DNA extraido de ejemplares de herbario fue de
menor cantidad y calidad, un resultado esperado debido a la degradacion del DNA y cambios
moleculares en ejemplares herborizados almacenados durante afios (Graper et al., 2021). De acuerdo
con Sérkinen et al. (2012) existen dos posibles factores que afectan el éxito en las extracciones de
DNA de estos especimenes. EI primero corresponde a los caracteres especificos del espécimen, en el
que se engloba el proceso de secado, congelacion y almacenamiento, por lo que los problemas
presentes al tratar un individuo pueden llevar a dafio en los tejidos v lisis celular; la segunda razon
alude a los caracteres especificos del taxon, que se entiende como el trato que debe tener cada grupo,
lo que cobra importancia cuando no se consideran requisitos especiales para cada tipo de hoja, asi
mismo, en este factor se enuncia que es necesario contemplar que la produccion de metabolitos
secundarios difiere entre linajes, lo que refuerza la idea de establecer mas estudios para un correcto
trabajo de herborizado que permita realizar mejores estudios a nivel molecular.

La degradacion de DNA también afecta a los procedimientos de amplificacién, puesto que puede
existir la posibilidad de carecer de DNA que funcione como molde durante el proceso de PCR, una
consecuencia que aumenta proporcionalmente con la edad del espécimen de herbario, ain cuando se
haya realizado un procedimiento adecuado de almacenamiento (Graper et al., 2021). Esto es relevante
con respecto al trato de especimenes de herbario, pero cobra importancia también con los individuos
de libre venta que pueden adquirirse, ya que ademas de no contar con un procedimiento de
almacenamiento adecuado, hay irregularidades entre el periodo que se colectan y su venta.

El trato del material vegetal para el comercio es un aspecto importante que influye en los resultados de
la extraccién y amplificacion de los acidos nucleicos, pues al igual que en las muestras de herbario,
el tiempo transcurrido desde su colecta y su tratamiento posterior influye en la calidad del DNA de

los individuos (Sérkinen et al., 2012). En este estudio fue posible adquirir individuos frescos de H.
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inuloides, O. rosea y arnica morada, lo cual representa el estado ideal de los especimenes a ser
evaluados para evitar los problemas asociados con el paso del tiempo y la consecuente degradacion
del DNA.

En el caso del arnica de monte, el material vegetal que se adquirié se encontraba en estado seco, un
aspecto que podria sugerir bajo éxito de extraccion en esta especie, ya que presenta las mismas
dificultades que los ejemplares de herbario, no obstante, su éxito fue similar a las especies frescas, lo
que puede sugerir que el tiempo de almacenamiento no fue tan prolongado como el de los ejemplares
de herbario utilizados o bien, por cualidades de la especie que le permiten una mayor conservacion,
ya que esta especie desarrolla madera (crecimiento secundario) y tiene propiedades antifingicas y
antibiodticas (Medina-de la Cruz et al, 2021) que pueden evitar su infeccién y por lo tanto, evitar la

contaminacion de su genoma.

Amplificacion y secuenciacion
Algunos marcadores revelan obstaculos para su empleo, los cuales no pueden ser amplificados bajo

condiciones previamente establecidas. El obstaculo mas grande se observo en matK, un locus que se
ha distinguido por su dificil amplificacion debido a que en el mercado se ofrecen primers universales
que no resultan eficientes para todas las especies, por lo que este marcador puede requerir de un
refinamiento para cada especie, lo que lo hace de dificil uso en investigaciones que contemplan
taxones de diferentes familias (Hollingsworth, 2011). Este marcador tiene un mayor éxito cuando se
emplea para identificar especies dentro de una misma familia, sin embargo, esto s6lo aplica en
algunos casos, como se ha observado en estudios en la familia Apocynaceae, donde destaca como el
marcador con la mayor eficiencia (Cabelin y Alejandro, 2016). Esto sugiere que su uso para resolver
problemas de identidad dentro de complejos etnobotanicos aln presenta muchos obstéaculos.

Otro marcador de interés, pero con problemas durante la secuenciacion fue trnH-psbA, un espaciador
con una alta capacidad de discriminacion por si mismo, pero cuyo empleo ha sido sugerido en
compafiia de rbcL dentro de analisis multiloci, lo que les otorga un gran potencial como posible
cddigo de barras global para plantas terrestres (Kress y Erickson., 2007), no obstante, previo a la
concatenacion con otros marcadores, la amplificacion y secuenciacion de este espaciador es
problematica por la falta de un proceso riguroso, ya que en muchos estudios se han identificado
inserciones de rps19, un gen presente alrededor de la region del espaciador (Pang et al., 2012).

El caso de rpl32-trnL fue el mas notable durante la generacion de las secuencias consenso, ya que es
el marcador que presenta una mayor cantidad de errores, lo cual puede deberse a factores como el
tamanio de las secuencias de este este espaciador, considerando que es el marcador molecular con un
mayor numero de pares de bases (Anexo 6). Este marcador tiene un comportamiento similar al de
matK, en el que resulta sumamente Util para distinguir especies cercanamente emparentadas entre si,

ya que exhibe la mayor divergencia de secuencias a nivel interespecifico e incluso resulta facil de
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amplificar en subfamilias como Pooideae y Chloridoideae (ambas de la familia Poaceae), sin
embargo, requiere de primers especificos dependiendo de la familia con la que se trabaje (Peterson
et al., 2014), lo cual es complicado al trabajar con complejos etnobotanicos en el que se distribuyen

especies de diferentes familias.

Seleccién de marcadores moleculares
Dentro de los marcadores con resultados favorables destaca rbcL, un locus bastante confiable y de

facil amplificacion que genera secuencias de un tamafio a partir de 500 pares de bases, un tamario
adecuado y que no representa dificultades para su alineamiento, razon por la que es un gen predilecto
para su uso en analisis filogenéticos (Omonhinmin y Onuselogu, 2022). Es un gen util en la
identificacion de especimenes de helechos y musgos, sin embargo, presenta una eficiencia media
cuando es aplicado en angiospermas (Kolter y Gemeinholzer, 2021), razon por la que se recomienda
un marcador que funcione como complemento para mejorar su afinidad como identificador (Li et al.,
2015).

En este trabajo destaca también ITS2, un marcador con un gran potencial, ya que se trata de una
secuencia con alta divergencia interespecifica (Cristians-Niizawa, 2020), en adicion a que se trata del
marcador molecular con menor tamafio en sus secuencias, lo que facilita su amplificacion y
secuenciacion. La facilidad para trabajar con este marcador recae también en el vasto registro en
bases de datos, ya que al ser un espaciador intergénico ampliamente adoptado debido a su origen
nuclear, permite que exista un gran repositorio de datos que ayudan a complementar analisis
discriminativos (Michel et al., 2016). Por si misma, la secuencia de ITS2 es poco eficiente, incluso
menor a ITS (Yao et al., 2010), sin embargo, no conlleva los problemas de esta ultima, como la
presencia de secuencias paralogas (Hollingsworth, 2011).

Los marcadores en los que se generé una mayor cantidad de secuencias fueron rbcL e ITS2, mismos
gue, aungue poseen un origen e historia evolutiva diferentes debido a su origen en el cloroplasto y
nucleo, respectivamente (Michel et al., 2016), han podido resolver diversos problemas al utilizarse
de forma independiente. Para efectos de este trabajo estos dos marcadores moleculares han logrado
distinguir cada uno de los linajes y han reagrupado a individuos de la misma especie de forma exitosa.
Especialmente, ITS2 destaca por su facilidad de manejo, lo que se ve reflejado en la mayor eficacia
de amplificacion y de secuencias consenso generadas por este marcador, lo cual se suma al buen
soporte obtenido en los clados conformados en el arbol filogenético y en los siete a ocho grupos
formados por medio del analisis de Barcoding gap, los cuales aunque exceden la cantidad de especies
utilizadas en este trabajo (seis en total), concentran este problema solamente en la clasificacién de
las muestras de H. inuloides, dejando al resto de muestras correctamente agrupadas dentro de su

propia especie.
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Conclusiones

El marcador plastidico rbcL y el marcador nuclear ITS2 son los candidatos como codigo de
barras que permite la identificacion de las especies selectas que conforman el complejo
etnobotanico arnica.

El resultado favorable del método descrito en este trabajo es relevante para el control de
calidad del material vegetal, lo cual es util como conocimiento que puede ser incorporado en
documentos regulatorios como lo es la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos.

Hay especies del complejo arnica cuya venta no es tan frecuente e incluso ya no se las
reconoce en los mercados, como en el caso de Galphimia glauca. Respecto a Arnica montana
su venta es sdlo por pedido.

Se encontraron dos especies nuevas de arnica, no contempladas en este estudio contribuyendo
al listado de especies de este complejo etnobotanico.

Las secuencias consenso generadas y los analisis discriminativos de las especies del complejo
arnica contribuyen a la escasa informacién molecular de plantas de la flora medicinal

mexicanas.
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AnNexos

Anexo 1. Lista de individuos de H. inuloides, G. glauca y O. rosea con su clave correspondiente dentro
del acervo de materiales herborizados en el Herbario Nacional (MEXU).

Especie Clave en MEXU Estado de proveniencia
G. glauca 1454723 Querétaro
G. glauca 1252951 Veracruz
G. glauca 1216095 Oaxaca
G. glauca 1314666 Guanajuato
G. glauca 1363482 Michoacén
G. glauca 1507527 Querétaro
G. glauca 1474036 Oaxaca
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H, inuloides 1383723 Estado de México
H. inuloides 1472804 Puebla

O. rosea 1344295 Durango

O. rosea 1185222 Estado de México

! MF143656.1 Oenothera rosea psbA-trnH|
G.glauca 1 psbA

0898 —:—H.ianidBS 1 prA

0.91 — H.inuloides 5 pshA
| AM690582.1 Arnica montana psbA-trnH
0.997 L AM690567.1 Arnica montana psbA-trnH

Anexo 2. Arbol inferido mediante el método de Méaxima verosimilitud y el modelo de sustitucion de
nucleétidos Kimura de 2 parametros a partir del interespaciador génico trnH-psbA. Los nimeros en
las ramas representan el soporte de Bootstrap (1000 réplicas) y se resaltan en diferentes colores cada

una de las especies. Los analisis fueron realizados en el software Mega XI (Tamura et al., 2021).

Malpighiaceae —— Galphimia glauca I
1 \— Galphimia glauca 2

0.991 Oenothera rosea 5
1 Oenothera rosea 4

Onagraceae 0.082 Oenothera rosea 3
0.085 Oenothera rosea I
W': Oenothera rosea 2

—— Heterotheca inuloides 6
Asteraceae 0.875 L Heterotheca inuloides 7
0.833 Heterotheca inuloides 1
0456 Heterotheca inuloides 5
I
I
I

0172 Heterotheca inuloides 4

0.07 __:-Heteroﬂzeca inuloides 2
0.121

- Heterotheca inuloides 3

Anexo 3. Arbol inferido mediante el método de Méaxima verosimilitud y el modelo de sustitucion de
nucledtidos Tamura de 3 parametros a partir del gen rbcL. Los nimeros en las ramas representan el
soporte de Bootstrap (1000 réplicas) y se resaltan en diferentes colores cada una de las especies. Los

analisis fueron realizados en el software Mega XI (Tamura et al., 2021).
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Oenothera rosea 4

Onagraceae
1 Oenothera rosea 3
0.167 Oenothera rosea 1
0.007 ﬂ Oenothera rosea 2
Galphimia glauca 2
I Galphimia glauca 4
Nlalpighiaceae 0.632 Galphimia glauca 6
0417 Galphimia glauca 3
0.53 Galphimia glauca 1
—6.—7...7_9_: Galphimia glauca 5
| Heterotheca inuloides 5
1 L Heterotheca inuloides 4
0.998 Heterotheca inuloides 2
0.867 Heterotheca inuloides 1
W: Heterotheca inuloides 3
Asteraceae HM032736.1 Arnica montana ITS 2
1 FM177854.1 Arnica montana ITS?2
1 FM177855.1 Arnica montana ITS2
012 FM177856.1 Arnica montana ITS?2
0.085 FM177858.1 Arnica montana ITS2
W: FMI77857.1 Armica montana ITS2

Anexo 4. Arbol inferido mediante el método de Maxima verosimilitud y el modelo de sustitucion de

nucleétidos Tamura de 3 parametros a partir del espaciador nuclear ITS2. Los nimeros en las ramas

representan el soporte de Bootstrap (1000 réplicas) y se resaltan en diferentes colores cada una de las

especies. Los andlisis fueron realizados en el software Mega X1 (Tamura et al., 2021).

Anexo 5. Secuencias consenso de los marcadores moleculares rbcL e 1TS2, generadas a partir de las

muestras de arnica de monte y arnica morada obtenidas en el mercado, mismas que corresponden con

mayor probabilidad de identidad a Chrysactinia mexicana y Cuphea aequipetala, respectivamente.

Arnica de monte (Chrysactinia mexicana)

r o o =

CAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAATTGACTTATTATACTCCTGAATATGAAA
CCAAGGATACTGATATCTTGGCAGCATTTCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCGCCTGAAGAAG
CAGGGGCCGCAGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTATGGACCGATGGACTT
ACGAGCCTTGATCGTTACAAAGGCCGATGCTATGGAATCGAGCCTGTTCCTGGAGAAGACAATCA
ATATATTGCTTATGTAGCTTACCCATTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACT
TCCATTGTAGGTAATGTATTTGGATTCAAAGCCCTGCGTGCTCTACGTCTGGAAGATTTGCGAATC
CCTACTGCGTATGTTAAAACTTTCGAGGGTCCGCCTCACGGTATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTG
AACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAAAAC
TACGGTAGAGCTTGTTATGAA

CCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTTGGTTGAGGGCACGTCTGC
CTGGGCGTCACGCATCTTGTCGCCCCCACCATGCTTCCTTTTTGCTGGATGTATTTGGGGCGGGGGC
GGAGATTGGTCTCCCATGCCTACGTGGTGTGGCTGGCCTAAACAGAAGTCCCCTCAAGAGGATCG

CACGACTAGTGGTGGTTTGTAAGATAGTTGCTCGTGTTGTGCGTCTTGATTGTTGAGGGAGAAAGA
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2 | TCTTAAAATAACCCGATGTGTTGTCTTTTGATGATGCTTCGATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGAC
TACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTTACAAGGATTCCCTTAGTAA
CGGCGAGCGAACCGGGAATGGCCCAGCTTGAAAATCGGGAACGGCG

Arnica morada (Cuphea aequipetala)

GTGTTGGATTCAAAGCCGGTGTTAAAGATTATAAACTGACTTATTATACTCCTGAATATGAAACCA
AAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG
GGGCTGCAGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACCTGGACAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCA
GCCTGGATCGTTATAAAGGAAGATGCTACCACATCGAGCCTGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATAT
ATATGTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAATATGTTTACTTCCA
TTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCTCTGCGTGCTCTACGTCTGGAGGATCTGAGAATTCCTA
CTGCATATGTTAAAACTTTCCAAGGCCCACCTCATGGTATCCAAGTTGAGAGAGATAAGTTGAACA
AGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTGGGGTTATCTGCTAAGAACTACG
GTCGAGCGGTTT

— o o =

TGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGACGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGG
| | GTGTCACGCATTACCTCGCCCCAAACCCACTTGTGGTGTATGGGAGCGGAACATGGTCTCCCGTGG
CGCATTGCTGCGGTTGGCCTAAATATGAGCACGGGAGCGGCGTATTCCGCGACGCACGGTGGTGG
TAATATTTCCCCCTCGGGCACCAGTCCGGAGCGACCTCCCATAGATTTGCTCGACGGCCTTCCACT
AAACAAACGCGACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
AAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAACCGGGAAATGCCCACCATGAAAA
TCGAGCACCTTC

N o

Anexo 6. Tamafio promedio de las secuencias consenso de los diferentes marcadores moleculares
utilizados para las seis especies selectas del complejo arnica. Los espacios en blanco representan
ausencia de secuencias.

rbcL ITS2 psbA-trnH rpl32-trnL
A. montana 652 pb 684 pb 396 pb
H. inuloides 556 pb 442 pb 262 pb 465 pb
O. rosea 555 pb 410 pb 353 pb 541 pb
G. glauca 553 pb 444 pb 448 pb 1028 pb
C. mexicana 554 pb 446 pb
C. aequipetala 546 pb 409 pb
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