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Resumen

Los productos vegetales con propiedades medicinales se emplean ampliamente tanto en
paises desarrollados como en vias de desarrollo. En diversos estudios se ha encontrado que la
adulteracion y la falsificacion, a pesar de los controles de calidad a los que son sometidos, son
relativamente frecuentes. Esto se podra traducir en una menor eficacia del producto y una
falta de seguridad, en algunos casos con importantes efectos adversos. Algunos autores han
considerado el codigo de barras de ADN como un medio para solucionar este problema. El
codigo de barras de ADN es una técnica cuyo objetivo es la identificacion de especies
empleando marcadores moleculares, un locus o combinacion de loci consensuados, en el caso
de las plantas son las regiones matK y rcbL.

En este trabajo se revisan algunos estudios que evaltuan el empleo del cédigo de barras de
ADN en la identificacion de material vegetal en productos que se encuentran a la venta.
Todos los autores la consideraron una técnica prometedora en lo que se refiere a la
identificacion de especies. Sin embargo, se encontraron algunas dificultades, principalmente
la escasez de secuencias de referencia en las bases de datos. Esto significa que todavia hay
trabajo por hacer pero si se superan estas dificultades, el cddigo de barras de ADN puede
mejorar la seguridad de las plantas medicinales que hay en el mercado.

Palabras clave: codigo de barras de ADN, plantas medicinales, marcadores moleculares,
identificacion

Abstract

Medicinal herbal products are widely used in both developed and developing countries.
Several studies have found that adulteration or falsification, despite all of the quality controls
performed on them, are relatively frequent. This could lead to a loss of efficacy and security
for the patient, in some cases causing important adverse effects. Some authors have
considered DNA Barcoding as a mean to solve this problem. DNA Barcoding is a technique
that aims to species identification based on molecular markers, an agreed upon locus or
combination of loci, that for plants are matK and cbL regions.

In this dissertation | review some studies that assess the use of DNA Barcoding to identify
the plant material contained in over-the-counter herbal medicines. All of the authors consider
the technique is promising regarding species identification. However, all of them have
encountered some difficulties in its application, mainly the lack of reference barcodes found
in the database. This means there is still some work to do here but if these difficulties are
overcome, DNA Barcoding could improve medicinal plants' safety.

Key words: DNA barcoding, medicinal plants, molecular markers, authentication
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Introduccion y antecedentes

La demanda de los productos a base de plantas medicinales sigue aumentando dia a dia en
el ambito internacional, tanto en los paises en vias de desarrollo, en los que gran parte de la
poblacion confia en este tipo de preparados para tratar diferentes alteraciones, como en los
paises desarrollados. Se calcula que globalmente este mercado mueve unos 60 mil millones de
ddlares, cifra que aumenta cada afo.

La adulteracion, falsificacion y sustitucion de productos naturales medicinales por otros
con un menor valor econdmico es una practica bastante frecuente [1]. Se estima que entre el
14 y el 33% de las plantas medicinales, tés o “nutracéuticos” que se encuentran en el mercado
podrian incluir una identificacion errénea en sus etiquetas [1]. Estas practicas no solamente
suponen un fraude, sino que el uso de especies incorrectas en estos preparados medicinales es
una amenaza para la seguridad del paciente, segin sefiala la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Esta organizacion ha publicado guias para la regulacion y registro de los
productos vegetales. [2]

Esta situacion ha suscitado una discusion en relacion a la calidad de los productos que
podemos encontrar en el mercado, muy relacionado con la normativa que lo regula. Estas
irregularidades pueden provocar casos de toxicidad aguda debido a la presencia de productos
no regulados (como el acido aristoloquico que produjo varios casos de toxicidad);
interacciones con otras plantas o farmacos que esté tomando el paciente (muy conocidos en la
hierba de San Juan, Hypericum perforatum L.) y la presencia de ingredientes no indicados en
el etiquetado podria desencadenar reacciones alérgicas en algunas personas. Ademas estas
practicas pueden disminuir la confianza del paciente en estos productos ya que estas
sustituciones y adulteraciones se traducen en una reduccion o desaparicion del potencial
terapéutico. En la practica clinica interesa conocer el uso tradicional de estas plantas y
relacionarlo con beneficios y eficacia de las preparaciones, datos que no se pueden obtener de
forma precisa si la composicion varia entre diferentes preparados de una misma planta. [3]

La adulteracion se puede llevar a cabo con especies relacionadas con principios activos
similares (en algunos casos aceptadas) que engafian a las técnicas tradicionales de
autenticacion, o puede llevarse a cabo esta adulteracion con especies totalmente diferentes
que resulten mucho mas baratas. También es posible que la adulteracion sea accidental debido
a los nombres complejos de estas plantas o a una mala identificacion en la recoleccion. En
ocasiones nos encontramos con plantas totalmente diferentes con nombres comunes idénticos

(en la medicina tradiconal china "fang ji" puede referirse tanto a Stephania tetranda como a
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Aristolochia fangchi o en el caso de "bei wu jai" puede ser la corteza de Eleutherococcus
gracilistylus o la especie Periploca sepium)[4].

Dentro de la Unién Europea se distinguen dos denominaciones distintas en las que se
pueden incluir los preparados a base de plantas. En primer lugar tenemos las plantas
medicinales, que se incorporan a la Farmacopea Europea en monografias. En estas
monografias se recogen los estandares de calidad que deben cumplir dichos productos y los
analisis que se deben llevar a cabo para determinarlos. En el segundo caso las plantas se
pueden reconocer como complementos alimenticios. En este segundo caso la regulacion la
lleva a cabo la EFSA y, aunque se recomienda que cumplan las mismas especificaciones que
para las plantas medicinales, la legislacion es mas laxa en estos casos. No hay una regulacion
a nivel comunitario sino que depende mas de cada pais. Ademas estas consideraciones varian
notablemente en los diferentes paises, por ejemplo, en Estados Unidos, solamente se regulan
como complementos alimenticios.

Un problema importante asociado a la estandarizacién de las plantas medicinales se debe a
la composicion compleja y variable de los preparados y a que en ellos se encuentren en forma
de plantas enteras, partes de plantas o extractos obtenidos de las mismas. El primer objetivo
es conseguir reproducibilidad y una minima variacién interlote [5]. Cada pais tiene sus
propias pautas para evaluar la calidad de las plantas medicinales en los que se incluyen las
buenas practicas de agricultura y recoleccion, buenas practicas de fabricacién y buenas
practicas de laboratorio [2].

En nuestro pais, para garantizar la calidad de una planta medicinal, los pasos que se deben
seguir estan contemplados en la Farmacopea y son, a grandes rasgos: identificacion de la
especie vegetal, analisis de la pureza y confirmacion de la presencia y concentracion minima
de los metabolitos activos [6].

Los métodos que se usan en la actualidad para controlar la autenticidad de las plantas
medicinales se basan en un analisis macroscopico y microscopico del material y en un anélisis
quimico de sus componentes. A la hora de realizar el analisis morfologico se necesita que el
personal que lo lleva a cabo esté muy entrenado y tenga una gran experiencia para que se
realice correctamente, ademas de que en ciertas partes de la planta o niveles de desarrollo de
la misma no se tienen claves suficientes para una identificacion precisa. Por estas razones,
aunque estén incluidas en todas las Farmacopeas, estas técnicas estan cayendo en desuso.

Por otra parte en el analisis quimico de los componentes se utilizan técnicas como la
espectroscopia infrarroja, HPLC, espectroscopia de masas, espectroscopia RMN 'y

cromatografia en capa fina. Los componentes quimicos varian notablemente en funcién de
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factores externos del crecimiento de la planta y de las condiciones de almacenamiento
posterior del material. Ademas, se pueden falsear los resultados introduciendo en el producto
farmacos convencionales o con los marcadores que los productores saben que se van a buscar
en estos analisis [7].

Especialmente para la identificacion de la especie vegetal que encontramos en el
preparado, una determinacién basada en técnicas de ADN confiere una mayor confianza
porque el ADN es mas estable que otras macromoléculas que encontremos en la planta, no
varia en funcion de las condiciones ambientales y se encuentra en cualquier tejido y nivel de
desarrollo del individuo analizado. Es por estas razones por las que se ha destacado la
necesidad de contar con un método de marcadores de ADN robusto para la identificacion de
los preparados comerciales. También es importante identificar todos los aditivos que se
encuentren en estos preparados ya que podrian tener riesgos potenciales en la salud de los
pacientes. En este caso este tipo de técnicas nos serviran para la identificacion de aditivos
vegetales que no se recojan en el etiquetado del producto.

El codigo de barras de ADN, entre los métodos moleculares que se han desarrollado, ha
sido reconocido como un método robusto, rapido, coste-efectivo y ampliamente aplicable para
la identificacion de especies [8].

A partir de todo esto, nos podemos preguntar: ;qué es y en qué consiste exactamente el
codigo de barras de ADN? El cddigo de barras de ADN es una técnica que surge en el afio
2003 en la Universidad de Guelp, en Ontario, Canad4, por iniciativa del Dr. Paul Hebert como
un método para identificar especies animales, para lo cual se emplea una secuencia corta
consensuada del genoma de los organismos. Recibe esta denominacion por la similitud que
presenta con el Universal Product Code (UPC) en el que las barras negras pueden parecer
similares pero son Unicas y sirven para identificar cada uno de los productos del mercado.[9]
Es un método de analisis de ADN cuyo objetivo es distinguir cualquier especie mediante una
secuencia diana uniforme para un grupo amplio de organismos y por lo tanto aplicable a
cualquier organismo y no solo a un grupo reducido.

El cbédigo de barras de ADN se puede emplear en diferentes disciplinas ya que, por
definicidn, debe ser aplicable a cualquier grupo de seres vivos. Algunas de las siguientes estan
especialmente relacionadas con la identificacion de especies vegetales y en algunos casos nos
pueden interesar en el estudio de las plantas medicinales [10, 11, 4].

Puede dar una percepcion de la taxonomia a nivel de especie y contribuir al proceso
taxondmico de definir y delimitar las especies. En general se emplea para identificar

individuos desconocidos como especies conocidas. Por lo tanto, es til para detectar

-5-



~
)
)
=
N
N
~
Y
N
N
S
~
=
N
)
i
=
N
2
&
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

adulteraciones o sustituciones en productos alimenticios y preparados de plantas medicinales
y la identificacion de las especies que se incluyen en los mismos. Otra aplicacion muy
interesante y relacionada con esta es el control del intercambio ilegal de especies en peligro
de extincion, tanto de animales como de plantas. En los preparados comerciales se podrian
encontrar algunas de estas especies.

Para llevar a cabo analisis de laboratorio de cddigo de barras de ADN, el proyecto BOL
(Barcode of Life) ha desarrollado protocolos en los que se detalla el procedimiento que se

deberia seguir [12].
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Ilustracion 1. Esquema del proceso de Cédigo de Barras de ADN por BOL (Barcode of Life)

En primer lugar para el anélisis de las muestras se tiene que llevar a cabo la extraccion de
ADN del material vegetal del que se dispone. Todas las muestras se deben manejar sobre una
superficie limpia y todos los instrumentos que se utilicen deben ser esterilizados en autoclave
u otro método que resulte pertinente. En un laboratorio en el que se busquen ratios de
produccion elevados, se debe llevar a cabo todo el proceso de amplificacion en placas de 96
pocillos. Se debe tener especial cuidado al cargarlos para evitar la contaminacién cruzada
entre los pocillos [12].

A continuacién se amplifica la secuencia que se ha consensuado como marcador mediante
una PCR. Aqui surge el primer y principal problema en la utilizacién del codigo de barras de
ADN en plantas: ¢Qué loci podrian ser Utiles para la identificacion de especies vegetales?

Para seleccionar esta region se deben tener en cuenta tres importantes principios del codigo
de barras de ADN: estandarizacion, minimalismo y escalabilidad. Esto se traduce en que se

deberia encontrar uno o unos pocos loci que se puedan secuenciar de manera rutinaria en
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amplios grupos de muestras y cuyo resultado se pueda comparar para poder diferenciar la
especie a la que pertenece cada uno [13, 14].

Cuando se estudia un nuevo marcador se debe evaluar que sea universal y reproducible, es
decir, que se encuentre en todas las especies de ese grupo y esté flanqueado por secuencias
conservadas para que se pueda amplificar utilizando un solo par de primers; que se
desarrollen las reacciones de amplificacion y secuenciacion bidireccional de manera correcta;
que sea capaz de discriminar hasta el nivel de especie y, por ultimo, que el proceso sea coste-
efectivo. Idealmente, deberian ser regiones de aproximadamente 500 pares de bases.

En la bibliografia podemos encontrar distintas regiones candidatas y las mas empleadas se
evaluaron y compararon en un estudio llevado a cabo por el CBOL Plant Working Group en
el afio 2009 [13]: rpoC1, rpoB,atpF-atpH, psbK-psbl, matK, rcbL, trnH-psbA.

rooCl y rpoB se descartaron porque, aunque se obtuvieron buenos resultados en
universalidad y/o calidad de la secuencia, presentaban bajo poder discriminatorio. El
espacidor intergénico atpF-atpH proporciond malos resultados en la resolucién de especies
en codigos de barras single y multilocus y en la obtencion de secuencias bidireccionales de
calidad. Por su parte, psbK-psbl, otro espaciador intergénico, presentd un buen poder de
discriminacion, pero de todos se obtuvo el menor éxito en estas pruebas y los mayores
problemas para secuenciar regiones bidireccionales. Por estas razones se descartaron todos
ellos como marcadores universales.

Los mejores candidatos resultaron ser matK, rcbL y trnH-psbA, aunque ninguno de los tres
cumplia los criterios que se les pedia de manera individual.

e matK: maturasa K, es una de las regiones codificantes de los plastos que mas
rdpidamente evoluciona y consistentemente ha demostrado altos niveles de
discriminacion entre especies. Sin embargo, se requiere todavia un mayor trabajo para
que los resultados de la amplificacién sean 6ptimos.

e rbcL: ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, es el gen mejor caracterizado y gracias a
mejoras en los disefios de los primers es el que mejor se ha recuperado en plantas
terrestres y es adecuado para la recuperacion de secuencias bidireccionales de alta
calidad. No es la region mas variable, por lo que se utilizaria solamente como un
componente en las combinaciones multi-locus.

e trnH-psbA: es un espaciador intergénico, presenta buena amplificacién en las plantas
terrestres con un Unico par de primers (93% en angiospermas) y alto nivel de
discriminacion entre especies. La mayor limitacion se encontr6 al intentar obtener
secuencias bidireccionales. Tiene una longitud media de 418 pb, lo que es adecuado

-7-
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como codigo de barras pero en algunas monocotiledéneas y coniferas llega a mas de
1.000 pb y se necesitan primers internos especificos de cada especie.

Con estos resultados, se paso a estudiar combinaciones de 2 loci, entre las cuales se eligio
rbcL + matK. Esta eleccion se debe a que las regiones de rbcL se recuperan facilmente en
multiples lineas filogenéticas y en combinacién con otros loci presenta una buena
discriminacion. En cuanto a matK, su seleccion se debe a que los problemas encontrados en
su amplificacion se consideran mas sencillos de resolver que los de trnH-psbA.

Posteriormente a estos estudios, se ha recomendado la utilizacién de la regién trnH-psbA e
ITS como marcadores complementarios para mejorar la universalidad, calidad de la secuencia
y poder de discriminacion del "core barcode", que serian las regiones rbcL + matK [15].

La region nrITS (Internal Transcribed Spacers fron nuclear ribosomal DNA), fue
propuesta como marcador por el China Plant BOL Group en 2011 [16]. En general presenta
un mayor poder de discriminacién que las regiones de los plastos en niveles taxonémicos mas
bajos. Un inconveniente que se destacé en un principio es que pueden existir copias
divergentes paralogas dentro de un mismo individuo, lo que significa que existen varias
copias en cada célula y en algunas especies se han encontrado copias divergentes en un
mismo individuo, esto podria llevar a que una misma especie se identifique como dos
diferentes. Sin embargo, esto solo se ha detectado en el 7,4% de las especies por lo que no se
considera que sea un problema para la utilizacion de esta regién como marcador [16].

Ademas de esto en algunas muestras se dieron dificultades en su amplificacion vy
secuenciacion. Una alternativa al uso de este marcador es emplear solo una porcion del
mismo, nrlTS2, que presenta menos problemas de amplificacion y secuenciacion pero sigue
presentando un buen poder de discriminacion frente a las otras secuencias [14].

Una ventaja de este marcador es que en ocasiones el ADN podria haberse degradado tras
tratamientos que incluyan calentamiento por ejemplo, para lo cual seria mejor utilizar
marcadores nucleares como ITS2. Sin embargo, se han desarrollado kits para reparar el ADN
degradado de estos preparados vegetales y no se considera que encontrar ADN degradado en
el preparado sea un factor limitante de la técnica en la mayoria de los casos [2].

Por otra parte, mas recientemente, la utilizacion de ycf5, otro marcador de plastos, fue
propuesta en el afio 2014 por Dong et. al. Este marcador se habia considerado anteriormente
demasiado largo y variable para el disefio de primers universales, sin embargo, su gran
variabilidad demuestra su potencial valor como codigo de barras de plantas terrestres. Dentro
de este gen se han seleccionado solamente las regiones mas variables que serian ycflay ycflb,

lo que reduce la longitud de la secuencia y la dificultad en su amplificacién. Esto, sumado a la
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gran variabilidad que ya se conocia ha permitido que se proponga su utilizacion en la
identificacion de especies vegetales [17].

Como conclusion de todos estos estudios tenemos que, aunque el CBOL propone la
utilizacion conjunta de los marcadores matK +rbcL, dependiendo de grupo de plantas con el
que se esté trabajando en muchos estudios se ha empleado como el marcador mas fiable ITS,
trnH-psbA o ycf5 o una combinacion de varios de estos cinco.

Una vez que se ha elegido la region mas idonea para su amplificacion, se lleva a cabo la
PCR. El resultado de la reaccion de amplificacion se corre en un gel de agarosa mediante
electroforesis para asegurarnos de que se ha amplificado la secuencia que nos interesa y que
posteriormente se van a secuenciar. Siempre que sea posible, los fragmentos obtenidos de los
marcadores del cddigo de barras de ADN se deben secuenciar de forma bidireccional [12].

Para que toda esta técnica sea eficaz y pueda cumplir su objetivo de relacionar una muestra
con una especie conocida, es imprescindible contar con bases de datos que incluyan las
secuencias de estos marcadores en diferentes especies, con el fin de poder comparar estas con
las secuencias obtenidas en la secuenciacion y determinar la especie con la que estamos
trabajando. Por esta razon se han creado bibliotecas de libre acceso, siendo las mas
importantes:

e BOLD (Barcode of Life Database), creado, al igual que la técnica, en la Universidad

de Guelph en Ontario.

e La base de datos colaborativa internacional de secuencia de nucleétidos (International
Nucleotide Sequence Database Collaborative), una colaboracion entre GenBank
(Estados Unidos), Nucleotide Sequence Database (Europa) y DNA Data Bank (Japon).

En ambos casos, para el registro de las secuencias obtenidas se deben seguir unas normas
acordadas por el CBOL (Consortium for the Barcode of Life). [5] Las secuencias que se
incluyen en estas bases de datos deben ser fiables y haberse obtenido de especimenes que se
encuentren accesibles en diferentes colecciones de material biologico identificados de manera
fiable por expertos, como son museos de historia natural, herbarios, acuarios, etc. Los datos
que se incluyen aqui pueden ser proporcionados por cualquier usuario pero el sistema
informatico de la base de datos emplea herramientas para la deteccion de anomalias en estas
secuencias, como podria ser una elevada divergencia entre secuencias de individuos de una
misma especie [18].

En estas bases de datos se comparan con un BLAST las secuencias obtenidas en el proceso
anterior con las que se encuentran disponibles para diferentes especies. A continuacion, el

programa informatico comprueba el porcentaje de similitud con las secuencias que encuentra
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en la base de datos. En el caso de las plantas el porcentaje de diferencia que debe existir entre
ambas secuencias varia en funcion del grupo con el que se esté trabajndo. De esta forma se
puede conocer la especie 0 especies que se puede encontrar en la muestra con la que se esta
trabajando y posteriormente estos resultados se pueden aplicar en cualquiera de los campos
que se han comentado anteriormente.

Por todo lo indicado anteriormente, el codigo de barras de ADN ha destacado en los
ultimos afios como un método rapido, fiable, sencillo y relativamente barato para ayudar a la
identificacion de especies. De hecho, ya se emplea en el control de calidad de algunos

productos animales como son las conservas de pescado o el caviar.

Objetivos

A continuacion se llevara a cabo una revision de estudios en los que se ha utilizado el
codigo de barras de ADN en el analisis de preparados de plantas medicinales y suplementos
alimenticios a base de plantas en diferentes partes del mundo. Los estudios se han ordenado
cronoldgicamente con el fin de tener una vision mas cercana a la situacion actual. Tras esto se
comprobara si esta técnica se podria aplicar a la identificacion de especies vegetales en los

productos que se encuentran en el mercado en la actualidad con los datos disponibles.

Metodologia

Para la realizacion del trabajo se han revisado articulos encontrados en las bases de datos
PubMed y Web of Science. En segundo lugar se ha comprobado en BOLD (Barcode Of Life
Database) cuantas secuencias se encuentran disponibles actualmente para las plantas

medicinales mas comunes.

Resultados
Identificacion de la familia Polygonaceae (2009) [19]: En la Farmacopea China figuran

diez especies de la familia Polygonaceae con importantes propiedades medicinales: Rheum
palmatum, que inhibe la proliferacion de células cancerigenas y el virus de la hepatitis B;
Fagopyrum dibotrys y Polygonum cuspidatum tienen propiedades antioxidantes; Rheum
officinale atenua la toxicidad pulmonar por radiaciones y mejora la capacidad pulmonar;
Polygonum multiflorum tienen un efecto protector frente a déficits cognitivos en la
enfermedad de Alzheimer. Como vemos cada una tiene una aplicacién y sin embargo,
diferenciar todas estas especies de la familia Polygonaceae a la hora de recolectarlas es dificil

por su similitud morfoldgica y variacion frecuente. Es importante diferenciarlas porque se han
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encontrado muchas adulteraciones en estos productos y también porque en las raices de
ruibarbo (Rheum rhabarbarum) se encuentra la emodina, una antraquinona que puede
provocar toxicidad.

En este estudio se utilizaron como referencia especies identificadas por un taxénomo
experto. Se analizaron diferentes marcadores y la secuencia que present6 una mayor variacion
interespecifica fue trnH-psbA. De todas formas se vio que estas regiones (trnH-psbA o rbcL +
spoC1 o nrITS) permitian diferenciar correctamente las especies dentro esta familia. Por lo
tanto, se concluy6 que el codigo de barras de ADN es Util en la diferenciacion de las especies
de esta familia y que podria llegar a tener una gran importancia en la autenticacion de drogas
vegetales y ser una herramienta potente para asegurar la seguridad de estas drogas en su uso
clinico.

Caodigo de barras de ADN de Panax sp. (2011) [20]: en este estudio se quiere disefiar un

sistema de identificacion de las diferentes especies del género ginseng porque el ginseng es
una de las especies mas utilizadas en fitoterapia y ademas muchas de las especies de este
género se encuentran en peligro de extincion entre otras causas porque hay compradores que
prefieren las plantas salvajes en lugar de las cultivadas. Los métodos actuales para la
identificacion no son suficientes a la hora de la recoleccidn y se consideré el codigo de barras
de ADN como una técnica con alta eficiencia, reproducibilidad y fiabilidad.

Las especies que se emplean en preparados medicinales son Panax ginseng (ginseng),
Panax quinquefolius (ginseng americano) como tonico, estimulante y evitar la fatiga y Panax
notoginseng (Burkill) para prevenir el sangrado y recuperarse de las heridas. P. ginsengy P.
quinquefolius son mas dificiles de diferenciar entre si y, debido a la diferencia de los precios
de ambas especies, podria producirse un fraude cambiando una especie por otra.

Dentro del género Panax se encuentran siete especies bien diferenciadas y un grupo de
especies menos diferenciadas recogidas bajo la denominacion Panax bipinnatifidus. En el
estudio se recogieron muestras de las ocho especies. Las especies cultivadas son P.
notoginseng Yy P. ginseng, son muy raras las poblaciones salvajes de estas especies. Las
especies P. stipuleanatus y P. pseudoginseng son mas escasas en general y se encuentran en
peligro porque se pueden recolectar al confundirlas con las anteriores. Por otro lado tenemos
las especies americanas que son Panax quinquefolius y Panax trifolius. Por Gltimo, la especie
P. japonicum que no tiene tanta importancia como las anteriores. Se examinaron especimenes
de todas las especies y se emplearon como referencia.

En este caso no se estudiaron preparados medicinales sino que se encuentren a la venta

sino que simplemente se queria estudiar si el empleo de cddigos de barras podia ser Util para
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diferenciar cada especie dentro de este género. Como marcadores se emplearon las secuencias
ITS y psbA-trnH por ser las secuencias nuclear y de plastos respectivamente que mayor
variabilidad presentaban. La amplificacion y secuenciacion obtuvo resultados muy positivos.

Los autores concluyeron que el cédigo de barras de ADN estd siendo cada vez mas
aceptado para la identificacion de especies pero se requiere un mayor consenso para la
estrategia de desarrollo del cddigo de barras de ADN tan pronto como sea posible. Esta
técnica permitird la identificacion de la especie concreta y, por tanto, la identificacion de
plantas de preparados de alta calidad es mas probable que se alcance. Las imitaciones caras
con unas propiedades medicinales inferiores se pueden eliminar del mercado.

Identificacion de infusiones comerciales (2011) [21]: Se estudiaron las infusiones de té o

plantas medicinales mas frecuentes en el mercado. En el analisis se emplearon los marcadores
recomendado por el CBOL, matK + rcbL. En la mayoria de los preparados se encontro la
especie que se designaba en el etiquetado. Sin embargo, se encontré ADN de plantas que no
aparecian en el etiquetado, el mas frecuente Matricaria recutita (manzanilla) o Camellia
sinensis (té).

Se pudo ampificar el cddigo de barras en el 90% de los casos, un tercio de las especies que
se especificaban en las etiquetas no aparecian en GenBank, ademas el 62% de las que tenian
no tenian un secuencia idéntica en GenBank. Sin embargo, la diferencia con respecto a
secuencias de especies cercanas no era muy elevada, para rcbL solamente de 1 sitio y para
matK de dos, por lo que podria concluir que se trata de la misma especie. Tras este estudio se
destaca que es necesaria una mejora de los algoritmos para relacionar el cddigo de barras a
especies concretas asi como uno para integrar el empleo de dos marcadores a la vez.

Identificacion de plantas medicnales comercializadas en Marruecos (2012) [22, 23]: En

Marruecos tienen mucha importancia las plantas medicinales que se han utilizado
tradicionalmente y hay grandes tiendas donde se venden. En muchas ocasiones las personas
que las venden no suelen tener muchos conocimientos sobre las diferentes especies, mas que
sus nombres y usos tradicionales. Conviene identificar correctamente las especies que se
encuentran a la venta por razones medicinales y conservativas.

En este estudio se compraron plantas en diferentes tiendas y se apunt6 el nombre vernaculo
de las plantas compradas. Las secuencias elegidas en este caso fueron rpoCl y psbA-trnH
combinados. Como resultado se obtuvo que se trataba de complejos de plantas, el mismo
nombre tradicional se aplica a varias especies diferentes, posiblemente por una
infradiferenciacion taxonémica. Que se tratase de una especie u otra muchas veces marcaba la

calidad de las preparaciones, son plantas que se considera que tienen las mismas propiedades
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medicinales y se emplean para el tratamiento de las mismas enfermedades, por lo que se
agrupan bajo el mismo nombre tradicional. En otros casos habia una sobre-diferenciacion en
las que una misma especie reibe varios nombres tradicionales.

También se encontr6 que la especie Tamus communis se emplea con los nombres Ndkhir y
Bougoudz en los preparados, mientras que no aparece recogida en la Farmacopea, lo que nos
informa de que se puede obtener nueva informacion a partir del analisis de codigo de barras
de ADN. Como conclusién se vio que el codigo de barras de ADN es un método eficaz para
la identificacion de material etnobotanico. Tiene un importante potencial en este campo, como
para estudiar las interacciones entre los procesos de mercado y los estados de las poblaciones
salvajes de estas plantas.

Identificacion de Panax ginseng (2012) [8]: Se aplico el cddigo de barras de ADN a

productos comprados directamente en mercados de Norteamérica para estudiar el nivel de
sustituciones y falsificaciones que se encuentran en los mismos. Los productos vegetales eran
41 de ginseng y 29 otras plantas como equinacea, hierba de San Juan, té verde, etc. Se
utilizaron las secuencias del core barcode matk y rbcL, ademas de ITS y trnH-psbA. Todas las
especies etiquetadas como ginseng americano eran Panax quinquefolius, mientras que la
mitad de las etiquetadas como ginseng coreano (Panax ginseng) eran en realidad P.
quinguefolius. Dos de las no-ginseng se creyo que estaban adulteradas, en los que la especie
principal fue sustituida por otra sin las propiedades medicinales. En tres capsulas de extracto
de té verde y dos de ginseng coreano no se encontrd ADN de estas especies pero sin embargo
si habia de arroz y soja, que serian aditivos de las capsulas solamente.

Se llegé a la conclusion de que la situacion actual de regulacion de Natural Health
Products es insuficiente. La utilidad del codigo de barras de ADN en estos andlisis ha sido
considerada por administraciones como la FDA. Se demostr6 que no solamente podra
identificar sustituciones y adulteraciones de NHPs (Natural Health Products), sino que
ademas puede ayudar a sus implicaciones econémicas, legales, de salud y medioambientales
asociadas. El cddigo de barras de ADN puede ser un método que aporte una mayor regulacion
de la identificacion de estas especies y puede suponer un paso crucial en la elaboracién de un
protocolo mas robusto.

Codigo de barras de ADN de productos vegetales en Norteamérica (2013) [1]: En este

estudio el analisis se centrd en cuatro aspectos: que la especie fuese auténtica, que no
estuviera contaminada, que el ingrediente principal no esté sustituido por otra planta y que no
haya aditivos no especificados en la etiqueta. Se estudiaron 44 productos vegetales (30

especies diferentes) que se encuentran en el mercado mediente un test ciego para la
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identificacion. También se hizo un test ciego como control de 50 muestras de hojas de
especies conocidas.Se usaron como marcadores rcbL + ITS2. Crearon su propia base de datos
con 100 especies, estas secuencias después se afiadieron a la base de datos BOLD. Se pudo
amplificar secuencias en el 91% de los productos.

Mediante el cédigo de barras de ADN se obtuvo que el 59% de estos productos incluian
especies no especificadas en las etiquetas. 33% contenian contaminantes o aditivos que
tampoco se especificaban en las etiquetas. Se detecto sustitucion en el 32% de las muestras.
En el 21% de los productos se encontrd arroz o soja y en otros trigo sin que se incluyeran en
el etiquetado. Ademas en el 9% de la muestras solo se encontr6 ADN de arroz o trigo. En un
caso se encontrd una sustitucion de Hypericum perforatum por Senna alexandrina, que puede
causar efectos toxicos en los pacientes ya que es un laxante que solo se puede emplear durante
periodos cortos de tiempo, no de forma cronica como se emplearia la hierba de San Juan. Se
encontrd contaminacion con hierba santa (Tanacetum parthenium) que puede presentar
efectos adversos a nivel gastrointestinal y sintomas de abstinencia cuando deja de tomarse,
ademas de interaccionar con otros medicamentos y ser teratdgeno. En algunas se encontro
contaminacion con nueces (o nogal), lo que podria ser peligroso para pacientes con alergias y

si lo que no se usa es la nuez sino hojas, madera, corteza contienen juglona que es tdxico.

Identificacion de preparados de Hypericum perforatum (2013) [24]: Se compraron trece
productos de esta planta incluyendo capsulas, comprimidos y tinturas. Interesa conocer lo que
se encuentra en estos preparados debido al amplio uso de esta planta ademas de las
interacciones con otros farmacos que se conocen. Se compararon los productos comprados
con material obtenido de semillas en las que se habia obtenido la region ITS para confirmar
su identidad. Este es el locus que se amplifico en todas las muestras, solamente del 30% de las
muestras pudo obtenerse esta regién amplificada. Por lo tanto, se emplearon amplicones
muchos mas pequefios, los denominados mini-cédigos de barras. Tras estas modificaciones en
el método el experimento demostro que el codigo de barras de ADN es atil para identificar los
productos que se ponen a disposicion del consumidor, todos presentaron fragmentos de ADN
amplificables y todos ellos demostraron tener ADN de Hypericum perforatum. Es un método
en definita robusto y con bajo coste, lo que permitird que se implemente en el proceso de
fabricacion asi como en los organismos reguladores, afiadiendo un paso fundamental en el
proceso de control de calidad y manteniendo la seguridad del paciente.

Identificacion de especies de plantas medicinales recomendadas por la OMS (2015) [6]: En

este caso se afiadio la region ITS al core barcode matK y rcbL. Después de este andlisis se

Ilevd a cabo un andlisis quimico de los principios activos mediante cromatografia en capa fina
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y la concentracion con HPLC o espectroscopia UV para ver si cumplian las concentraciones
que se piden. Este segundo analisis solo se llevo a cabo en las muestras que confirmaban tener
la especie especificada en la etiqueta. Este flujo del trabajo mejoraria la seguridad, velocidad
y fiabilidad de todo este proceso. Se examinaron 257 muestras correspondientes a 8 especies.
Los productos eran plantas secadas o tejidos pulverizados, simplemente empaquetadas o
encapsuladas. Las especies que se estudiaron eran Hamamelis virginiana, Matricaria recutita,
Maytenus ilicifolia, Mikania glomerata, Panax ginseng, Passiflora incarnata, Peumus boldus
y Valeriana officinalis.

En todas las especies analizadas (excepto M. glomerata) se encontr6 alguna muestra que
incluia otras especies, géneros o incluso otras familias. Ademéas en muchas no se encontraron
los marcadores quimicos que debian estar presentes, pero en algunos casos de sustituciones el
perfil quimico correspondia al que debia tener la especie correcta. Por su parte, todas las
plantas en las que se identific6 como la especie correcta, también dieron positivo en los
analisis quimicos. Ademas, algunas sustituciones contenian los marcadores quimicos en la
concentracion requerida. En las muestras mas procesadas, se obtienen cada vez mejores
resultados gracias a nuevas ténicas para solventarlo como el empleo de mini-codigos de
barras. Esto demuestra que un producto puede superar los test actuales sin tratarse de la
especie correcta. En definitiva, este estudio mostrd un elevado namero de sustituciones y
malos etiquetados y que la incorporacion del codigo de barras de ADN al control de calidad
podran hacer el proceso mas seguro, fiable y barato porque las sustituciones se desecharan sin
tener que llevar a cabo andlisis quimicos mas caros.

Ya que han pasado varios afios desde que se hicieron estos estudios, he revisado la base de
datos BOLD para ver que secuencias hay depositadas actualmente para las especies de plantas

medicinales analizadas en estos estudios y los marcadores a los que corresponden.

Especie Ndmero de Marcadores Especie Ndmero de Marcadores
secuencias utilizados secuencias utilizados
Rheum palmatum 42 rbcL, matK, ITS2 Panax 32 ITS2, matK, rbcL
Fagopyrum 6 rbcL, matK, I1TS2 notoginseng
dibotrys Panax 17 ITS2, matK, rbcL
Polygonum 5 rbcL, ITS2 stipuleanatus
cuspidatum Panax 15 ITS2, matK, rbcL
Rheum officinale 35 rbcL, matK, ITS2 pseudoginseng
Panax 33 rbeL, ITS2, matK, Panax trifolius 14 ITS2, matK, rbcL,
quinquefolius trnH-psbA trnH-psbA, rbcLa
Panax ginseng 35 rbcL, matK, 1TS2 Panax japonicus 45 rbel, matK, 1TS2




~
)
)
=
=
~
Y
N
N
S
~
=
N
)
i
=
S
&
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

Especie Namero de Marcadores Especie Ndmero de Marcadores
secuencias utilizados secuencias utilizados
Matricaria 3 matK, rbcL Urtica dioica 35 ITS2, rbcLa, matK,
recutita Senna 9 ITS2, ITS, matK,
Camellia sinensis 27 rbcL, matK, 1TS2 alexandrina rbcL, trnH-psbA
Glycyrrhiza 9 rbcL, matK, ITS2 Tanacetum 8 rbcL, matK, 1TS2
glabra parthenium
Althaea officinalis 6 matK, rbcL, ITS2 Amaranthus albus 9 rbcL, matK, trnH-
Verbascum 23 matK, rbclLa, ITS2, psbA, ITS2
thapsis rbcL, atpF-atpH, Echinaceae 11 rbcL, ITS2
rpoC1, trnH-psbA purpurea
Lavandula 7 rbcL, ITS2, matk Ginkgo biloba 72 rbcL, matK, ITS2
stoechas Juglans nigra 12 matK, rbcL, 1TS2,
Melissa officinalis 13 ITS2, matK, rbcL, atpF-atpH, rpoCl1,
rbcLa, trnH-psbA trnH-psbA
Stevia rebandiana 5 matK, rbcL, ITS2 Plantago ovata 7 matK, rbcL, ITS2
Tilia americana 11 atpF-atpH, matK, Taraxacum 36 matK, rbcL, ITS2,
rbcLa, rpoC1, trnH- officinale trnH-psbA
psbA, ITS2, rpoC1 Hamamelis 15 matK, rbcL, trnH-
Vaccinium 21 rbcla, ITS2, matK, virginiana psbA, ITS2, atpF-
nyrtilus rbcL atpH, rpoC1
Foeniculum 27 matK, rbcLa, rbcL, Passiflora 7 rbcL
vulgare ITS2 incarnata
Hypericum 64 rbcL, ITS2, trnH- Peumus boldus 57 rbcL, matkK
perforatum psbA, atpF-atpH, Valeriana 17 ITS2, rbcL, matK
matK officinalis

Discusion y conclusiones

En general, y segln se han ido optimizando las técnicas de laboratorio, se han obtenido

resultados favorables en el analisis mediante codigo de barras de ADN en el producto que se

encuentra en el mercado. En todos los estudios las conclusiones han resultado bastante

optimistas en cuanto a la posibilidad de utilizar en el futuro esta técnica. A pesar de todo, se

han encontrado numerosas dificultades. Las principales limitaciones en la técnica del codigo

de barras de ADN en productos vegetales estan relacionadas con la calidad del ADN, la

afinidad de los primers, amplificacion por PCR y la secuenciacion de los amplicones [4].

El ADN, a pesar de ser una molécula bastante estable, se puede degradar o ser eliminado

por completo en un tratamiento con calor, irradiacion, destilacion, filtracion, exposicion a luz

ultravioleta y/o extraccion con fluidos suprecriticos. Por lo tanto es posible que no se pueda

utilizar el codigo de barras de ADN para productos procesados como extractos o tinturas. Para

solucionarlo existen Kits de reparacion del ADN o se podrian aplicar soluciones como
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modificar las técnicas de secado y procesado por otras que dafien menos el ADN. Otra opcion
que se ha utilizado en alguno de estos estudios con material mas antiguo o dafiado es el
empleo de la técnica denominada mini-codigos de barras, una variacion del codigo de barras
de ADN en la que se disefian primers internos especificos para el género o la especie que se
busca en el material. Esta es una técnica de gran interés con la cual se han obtenido resultados
satisfactorios en algunos de estos estudios [24, 6]. En estos casos lo ideal, que evitaria
cualquier problema de este tipo, seria llevar a cabo el analisis en el momento en el que se
recolecta el material vegetal, antes del proceso de manufacturacion.

En ocasiones la reaccion de PCR de estas regiones se encuentra inhibida por la presencia
de metabolitos secundarios (polisacaridos, polifenoles, alcaloides o flavonoides...),
compuestos que encontramos en concentraciones especialmente elevadas en las plantas
medicinales. Sin embargo, esto se puede solventar mediante modificaciones en los métodos
de extraccion, en las secuencias de primers o el uso de una polimerasa modificada [7]. En la
extraccion se puede llevar a cabo una dilucion del ADN o precipitacion del ADN con alcohol,
por lo que se limpia del resto de componentes, aunque muchas veces se tendra que valorar un
método especifico para cada grupo de plantas.

Sin embargo, los principales problemas y los mas limitantes a los que los autores se han
enfrentado a la hora de llevar a cabo la identificacion es, como se detallé en la introduccion,
Ilegar a un consenso en los marcadores que se deberian utilizar y, en segundo lugar, la escasez
de secuencias depositadas y especimenes de referencia disponibles asociados a las mismas
incluidas en las bases de datos BOLD y GenBank, al ser las mas utilizadas. Para solventarlo
se ha propuesto la creacion de Herb-BOL, una biblioteca de referencia de mini-codigos de
barras, que incluya todas las secuencias auténticas de codigos de barras enlazados a sus
respectivas muestras de herbario taxonémicamente validadas [25].

Con los datos disponibles actualmente en la base de datos BOLD se podria llevar a cabo
una identificacion bastante fiable de la mayoria de las especies incluidas en los preparados
medicinales, pero en muchas de ellas el nUmero de secuencias podria ser insuficentes. Los
marcadores mas utilizados en todas las especies son matK, rbcL y ITS2. Independientemente
de los registros que ya existan, en todos los casos las identificaciones se enriqueceran si hay
mas secuencias depositadas en la base de datos y si las mismas proceden de mas zonas
geograficas diferentes.

Aun teniendo en cuenta todas estas limitaciones actuales, se puede esperar que el codigo de
barras de ADN en plantas se utilice rutinariamente en un futuro proximo. En el afio 2016 la

Farmacopea Britanica publico un apéndice para el método “técnicas de identificacion basadas
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en el &cido Desoxirrubonicleico (ADN) para las drogas vegetales” [25]. En este apéndice se
incluyen los pasos que se deben llevar cabo para la identificacion de plantas mediante esta
técnica. Ademas de esto se incluyen monografias en las que se detalla esta técnica para
especies concretas.

Esto significa que los laboratorios de control de calidad de estos preparados centrados en
controles de quimica analitica deberan adaptarse a la introduccion de tecnologias moleculares.
En comparacion con un laboratorio de quimica analitica, una laboratorio de biologia
molecular es relativamente barato. Unas instalaciones sencillas con maquinaria para realizar
la PCR, un tanque de gel de electroforesis y la electricidad necesaria cuesta menos de 10.000
€. Esto se traduciria en una disminucion de los costes ya que hay muestras que se descartarian
en un primer paso y sobre las cuales no seria necesario realizar los controles quimicos
posteriores, que tienen un coste mayor.

Para el proceso industrial de control de calidad se ha desarrollado un test de PCR simple y
de confianza que se dirige a diferencias en las secuencias del codigo de barras de ADN y solo
se utilizaria el codigo de barras de ADN como una medida confirmatoria en lugar de la
identificacion de cada especie.

Por supuesto, el codigo de barras de ADN no se presenta como la técnica definitiva para
asegurar la calidad de los preparados medicinales, sino que se debe seguir empleando de
manera conjunta con los métodos que se encuentran disponibles actualmente. Los andlisis
macro y microscopico del material seguiran siendo necesarios por ejemplo para identificar la
parte de la planta de la que se trata, ya que los metabolitos activos normalmente se encuentran
en una parte determinada (raices, corteza, hojas, etc.). En estos casos, el codigo de barras de
ADN es totalmente incapaz de discriminar los diferentes tejidos. Por su parte el analisis
quimico es indispensable para determinar que la concentracion de los metabolitos activos es
la adecuada. Por ejemplo podriamos tener un material al que, aun perteneciendo a la especie
correcta, ya se le han extraido estos metabolitos o que ha sido recolectado en una época del
afio en la que sus concentraciones son muy bajas.

Resulta muy interesante ademas destacar la gran frecuencia con la que en estos estudios se
han encontrado adulteraciones o sustituciones en los preparados que se habian puesto a
disposicion del publico. Esto puede hacer que nos planteemos la necesidad de modificacion
de los métodos de regulacion actuales de las plantas medicinales. Hay una creciente
preocupacién por parte del puablico general por la calidad de los preparados vegetales, como
demuestran los dos articulos del New York Times [29, 30] publicados a raiz del estudio

llevado a cabo por Newmaster et al. en 2013 [1]. Los componentes de estos productos no
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estan regulados estrictamente y en muchos casos esto se traduce en un desconocimiento

también de los efectos beneficiosos 0 nocivos que pueden tener en los pacientes [26].

Por lo tanto se podria concluir que el codigo de barras de ADN esta afianzandose y en la

actualidad no existe ningin otro método estandarizado de alto rendimiento para determinar la

autenticidad de las especies incluidas en los suplementos y preparados medicinales que

contienen material vegetal. No esta claro cuanto tardara la industria en adoptar estas medidas

de control sobre los productos que ponen a la venta ni en ser reconocida la técnica de manera

oficial pero sin duda existe la necesidad de que se implementen este tipo de controles y el

cddigo de barras de ADN ofrece datos fiables.
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