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RESUMEN

El mercado de productos botanicos se incrementa a nivel mundial debido a la
preferencia de los consumidores por los productos naturales. Esto hace que sean
blanco de adulteracion, lo cual es mas comun y dificil de detectar en los derivados
industrializados. Es critico contar con procedimientos confiables que permitan su
autentificacion. En este estudio se aplicaron herramientas moleculares basadas en
ADN para la generaciéon de informacion genémica aplicada con el fin de clasificar
muestras de hierbas aromaticas y medicinales. Se aplico la estrategia del Codigo de
Barras de ADN (DNA Barcoding) utilizando muestras de tejido fresco de identidad
taxonomica conocida (referencias) y muestras industrializadas. Los resultados ob-
tenidos indican que los marcadores rbcL y matK son amplificables con los cebado-
res utilizados, obteniéndose secuencias bidireccionales de alta calidad, en el caso de
tejido fresco en el 83% de los casos para rbel y en el 63% de los casos para matK.
En las muestras industrializadas los valores fueron de 50% y 35% respectivamente.
La herramienta BOLD permitio la clasificacion de la mayor parte de las muestras.
Esta metodologia es una herramienta util y accesible que permite la clasificacion
en grupos, si bien su desempeno se ve acotado por la representaciéon de las especies
en las bases de datos.

PALABRAS CLAVE: barcodes rbcl y matK, hierbas arométicas y medicinales,

clasificacion.
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ABSTRACT

The market for botanical products is growing worldwide due to consumers preference
for natural products. This makes them targets for adulteration, which is more
common and difficult to detect in industrialized derivatives. It is critical to have
reliable procedures that allow their authentication. In this study, DNA-based
molecular tools were applied to generate applied genomic information to classify
samples of fresh and industrialized aromatic and medicinal herbs. The work was
based on the DNA Barcoding strategy using fresh tissue samples of known taxonomic
identity (references) and industrialized samples. The results obtained indicate that
the rbcL and matK markers are amplifiable with the primers used, obtaining high
quality bi-directional sequences in the case of fresh tissue in 83% of the cases for rbcL
and in 63% of the cases for matK. In the industrialized samples the values were 50%
and 35% respectively. The BOLD tool allowed the classification of most of the
samples. This methodology is a useful and accessible tool that allows the classification
in groups, although its performance is limited by the representation of the species in
the databases.

KEYWORDS: barcodes rbcL y matK, aromatic and medicinal herbs, classification.

RESUMO

O mercado dos produtos botéanicos esta em crescimento a nivel mundial, devido
a preferéncia dos consumidores por produtos naturais. Isto torna-os alvos de
adulteracao, o que é mais comum e dificil de detectar nos derivados industrializados.
E fundamental dispor de procedimentos fidveis que permitam a sua autenticacdo.
Neste estudo, foram aplicadas ferramentas moleculares baseadas no ADN para
gerar informagao gendmica aplicada para classificar amostras de ervas aromaticas
e medicinais frescas e industrializadas. O trabalho baseou-se na estratégia de
codificacao de barras de ADN utilizando amostras de tecido fresco de identidade
taxonomica conhecida (referéncias) e amostras industrializadas. Os resultados
obtidos indicam que os marcadores rbcL e matK sdo amplificiveis com os iniciadores
utilizados, obtendo sequéncias bidireccionais de alta qualidade no caso do tecido
fresco em 83% dos casos para rbeL e em 63% dos casos para matK. Nas amostras
industrializadas, os valores foram de 50% e 35%, respectivamente. A ferramenta
BOLD permitiu a classificagio da maioria das amostras. Esta metodologia é uma
ferramenta 1util e acessivel que permite a classificagio em grupos, embora o seu
desempenho seja limitado pela representagdo das espécies nas bases de dados.

PALAVRAS-CHAVE: barcodes rbcL y matK, ervas arométicas e medicinais,

classificagao.
INTRODUCCION
En las ultimas décadas, los conceptos de calidad, autenticidad y trazabilidad han

acaparado el interés de los consumidores, asi como de la industria, los productores, los

comerciantes y las agencias reguladoras. Los consumidores exigen alimentos frescos,
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sabrosos, nutritivos y seguros. Mas atn, un numero cada vez mas grande se inclina
por el consumo de alimentos funcionales que ofrecen beneficios especificos para la
salud (Opara, 2003).

En este escenario, las plantas aromaticas y medicinales han despertado gran
interés por sus propiedades y por la necesidad de la poblacion de establecer ha-
bitos de vida més saludables. Son requeridas para uso culinario, medicinal, en
perfumeria y cosmética, aromaterapia, para la elaboracion de suplementos ali-
menticios y extractos para la producciéon de nuevas drogas. Para ello se utilizan
distintas partes de la planta (semillas, frutos, raices, tallos, corteza, rizoma de
las flores) con el fin de explotar sus propiedades terapéuticas, asi como sus sa-
bores o aromas (EFSA Scientific Committee, 2009), (World Health Organization,
1999). Como consecuencia, ha aumentado la demanda y el comercio de este tipo de
plantas y sus derivados a nivel mundial. Un reporte publicado por Persistence Market
Research da cuenta de este aumento, destacando que el valor del mercado global de
suplementos botéanicos en el afio 2017 fue estimado en 40.000 millones de dolares y se
proyecta en mas de 65.000 millones de ddlares para el afio 2025 (Persistence Market
Research, 2017).

A pesar de esto, la regulacion de este tipo de productos, tanto para consumo ali-
mentario como medicinal, atn sigue siendo muy variable entre los paises (Schilter, et
al., 2003). La ausencia de una regulacién clara y compartida entre los diversos paises,
asi como la creciente demanda de productos de alta calidad derivados de este tipo de
plantas, ha conducido a un aumento en los casos de adulteracion, sustitucion y fraude
(Frigerio, et al., 2019). Segtin un estudio publicado por Ichim, un 27% de los productos
herbales que se ofrecen en el mercado global se encuentran adulterados ya sea porque
contienen sustitutos no declarados, contaminantes, especies de relleno; o bien porque
ninguna de las especies esta declarada (Ichim, 2019).

Los criterios de identidad y pureza juegan un rol preponderante en el aseguramien-
to de la calidad y reproducibilidad de los productos derivados de estas materias pri-
mas, lo cual contribuye a su seguridad y eficacia (Joshi, 2004; Coutinho Moraes, et al.,
2015). Los productos industrializados, deshidratados y en polvo son mas propicios para
las adulteraciones ya que el adulterante es méas dificil de distinguir visualmente. Para
estos fines es critico contar con procedimientos confiables que permitan la autentifica-
ciéon. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hace hincapié en la importancia de
las metodologias cualitativas y cuantitativas que permitan estandarizar los materiales
vegetales mediante su caracterizacion botéanica, composicion quimica y actividad bio-
logica (Nikam, et al., 2012). Los métodos tradicionalmente utilizados para identificar
especies en materiales botanicos se basan en la bisqueda de similitudes a nivel macros-
copico y/o microscopico con respecto a un material estandar, asi como en propiedades
fisicoquimicas de los mismos. Estas metodologias presentan limitaciones para su uso
en productos procesados en los que los caracteres morfologicos no se han preservado,
pueden ser afectadas por las condiciones de cultivo y/o recoleccion, y requieren un alto
nivel de experticia (Liu, et al., 2019; Lu, et al., 2019).

Los métodos moleculares basados en ADN permiten obtener informacion confiable
ya que la composicién genética es tinica para cada individuo y no se ve afectada por la
edad, las condiciones fisiologicas, ni los factores ambientales. Como los marcadores no
son especificos de un tejido pueden detectarse en cualquier estadio del desarrollo del
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individuo (Heubl, 2010). El codigo de barras de ADN (DNA Barcoding) fue propuesto
como una alternativa para identificar especies, basado en el uso de una pequena region
del genoma ubicada en una posicion especifica, que se encuentra presente en forma uni-
versal en todos los linajes y funciona como identificador tinico de cada especie (Hebert,
et al., 2003). Inicialmente fue disefiado para su aplicacion en animales, pero su uso
fue extendido a plantas y hongos (Kress, 2017). En animales, el sistema se basa en la
amplificacion de la region 5’ del gen de la subunidad 1 de la enzima citocromo oxidasa
(cozl), ubicado en el genoma mitocondrial. Esta region, denominada CO1, cumple
con los criterios establecidos para una region estandar (Kress y Erickson, 2007). En
plantas, la eleccion de la region a utilizar fue compleja. La baja tasa de sustitucion del
ADN mitocondrial en plantas imposibilito el uso de la region CO1, tal como sucede en
animales. En 2009, luego de que se llevaran a cabo numerosos estudios, el Consortium
for the Barcode of Life (CBOL) recomendd la combinacion de rbeL y matK como re-
giones estandar para plantas terrestres (CBOL Plant Working Group, 2009). Ambas
corresponden a porciones de genes funcionales ubicadas en el cloroplasto (Fazekas,
et al., 2008). A partir de alli varios autores han sugerido la combinacion de estos dos
marcadores con otros para mejorar la discriminacion, como el marcador nuclear ITS,
el espaciador intergénico trnH-psbA o el intron trnL del cloroplasto (Chen, et al., 2010;
Taberlet, et al., 2007; Newmaster, et al., 2007; Fazekas, et al., 2008).

En los tultimos afos se ha observado un aumento significativo en el niimero de
publicaciones referidas al uso del Codigo de Barras de ADN (DNA Barcoding) para
identificar especies vegetales de uso culinario o medicinal, y para autentificar o trazar
plantas y productos botéanicos. Este hecho es de suma importancia ya que demuestra
el interés de la comunidad cientifica por un método con estas caracteristicas (Bruni, et
al., 2010; Stoeckle, et al., 2011; De Mattia, et al., 2011; Kool, et al., 2012; Newmaster,
et al., 2013; Galimberti, et al., 2014; Vassou, et al., 2015; Frigerio, et al., 2019; Stall-
man, et al., 2019; Lu, et al., 2019; Veldman, et al., 2020). Asimismo, algunos estudios
se han enfocado en la busqueda de contaminaciones, sustituciones y uso de especies
mas economicas con la finalidad de adulterar productos botanicos (Stoeckle, et al.,
2011; Newmaster, et al., 2013).

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar y demostrar la aplicabilidad de herra-
mientas moleculares basadas en la estrategia del Codigo de Barras de ADN (DNA
Barcoding), para la clasificacion de muestras de especies vegetales -frescas y procesa-

das- de interés industrial en nuestro pafs.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las especies incluidas en este trabajo se describen en la Tabla 1. Se utilizaron tres
ejemplares de cada especie, excepto Origanum majorana y Petroselinum crispum, de
las cuales se obtuvo una sola muestra. Los ejemplares fueron proporcionados por el Ins-
tituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INTA), de su coleccion de germoplasma
vinculada al proyecto FPTA N° 137 Desarrollo del sector de las plantas medicinales y
aromdticas en Uruguay (Davies, 2004). Fueron usados como muestras de referencia por

tener identificacién taxondmica.
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Ademés, se incluyeron muestras comerciales de algunas de las especies en estudio con
el objetivo de evaluar la metodologia en muestras problema. Las mismas fueron pro-
porcionadas por el Departamento de Analisis de Productos Agropecuarios del LATU

y por una empresa del ramo (Tabla 2).

Tabla 1. Descripcion taxondmica de los materiales vegetales de referencia utilizados.

N Especie Género Familia Orden
vulgar
Ajo Allium sativum Allium Amaryllidaceae Asparagales Liliopsida
Albahaca Ocimum. sp. Ocimum Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida
Estragon AT Artemisia Asteraceae Asterales Magnoliopsida
dracunculus
Orégano Chrfgimais: Origanum Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida
vulgare
Mejorana Omg anum Origanum Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida
magjorana
Perejil Petrgselzn?Lm Petroselinum Apiaceae Apiales Magnoliopsida
crispum
Marcela blanca Achyrqc{zne Achyrocline Asteraceae Asterales Magnoliopsida
satureioides
Marc.c = Achym; g Achyrocline Asteraceae Asterales Magnoliopsida
amarilla flaccida
. Baccharis . R
Carqueja ) Baccharis Asteraceae Asterales Magnoliopsida
trimera
Cedron Aloys‘szal tirtaliglite Aloysia Verbenaceae Lamiales Magnoliopsida
(citriodora)
Tomillo Thymus vulgaris Thymus Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida

Tabla 2. Descripcion de las muestras industrializadas comerciales analizadas.

Muestra Presenta
Albahaca Tejido vegetal deshidratado y molido
Orégano Tejido vegetal deshidratado y molido
Estragon Tejido vegetal deshidratado
Tomillo Tejido vegetal deshidratado
Perejil Tejido vegetal deshidratado y molido
Ajo Bulbos deshidratados en escamas y molidos

Tejido vegetal deshidratado y molido en cépsulas

Wisgealll {Blsiien olfanze) de 500 mg (equivalentes a 50 mg de Broccoli fresco)

Extracto de hoja de Ardndano azul en capsulas

Arandano azul (Vaccinium myrtillus) de 500 mg

Extraccion de ADN

El tejido vegetal fue congelado con nitrogeno liquido y molido en mortero. Se tomd
entre 0,5 y 1 g, se colocd en un tubo y se agregaron 600 pl de buffer de extraccién
(CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, Tris-Cl 100 mM pH 8.0, PVP-40 2%) preca-
lentado a 60°C y 1,2 pl de B-mercaptoetanol. Las muestras se incubaron a 60°C por 30
min, mezclando de vez en cuando. Se le agregaron 600 pl de mezcla cloroformo-alcohol
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isoamilico (24:1), mezclando cuidadosamente, y se centrifugd a 10.000 rpm por 20 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se agregaron 500
ul de isopropanol frio, mezclando suavemente hasta lograr la precipitacion de los acidos
nucleicos. Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm por 20 min. El sobrenadante
fue descartado y el pellet fue lavado dos veces con 500 pl de etanol 70%, seguido de
una centrifugacion a 10.000 rpm por 5 min. Los pellets se dejaron secar al aire a tem-
peratura ambiente y luego fueron resuspendidos en 100 pl de agua milliQ®) estéril y
conservados en freezer a -20°C.

En el caso de algunas muestras industrializadas de origen comercial en las que se
obtuvo muy bajo rendimiento de ADN utilizando el protocolo descrito anteriormen-
te, se utilizo el kit comercial Nucleospin Food (Macherey — NagelGmbH & Co. KG,
Diiren, Germany), segtn las instrucciones del fabricante.

La evaluacion de la calidad del ADN obtenido fue realizada mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 1% (w/v), y se cuantifico en Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA).

Amplificaciéon y secuenciaciéon
Se amplificaron las regiones cloropléasticas rbcL y matK utilizando los cebadores
disefiados por Erickson y Kim respectivamente, y cuyas secuencias se describen en

la Tabla 3 (CBOL Plant Working Group, 2009).

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados y tamafio esperado

del amplicon generado.

Tamarfio del

Locus Cebado Secuencia (5' - 3') T
rbcL rbcLa _F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
rbcL rbcLa _R GTAAAATCAAGTCCACCRCG o0
matK  3F_KIM f CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
matK  1R_KIM r ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 0

Las reacciones de amplificaciéon se llevaron a cabo en un termociclador
Palm-Cycler CG1-96 (Corbett Research, Mortlake, Australia). Las condiciones de
reaccion para el marcador rbeL fueron las siguientes: se agregaron 0.5 pl de ADN
molde (200 ng en promedio) en 20 pl de mezcla de reaccion. La misma contenia
buffer 1X (Tris-HC1 10 mM pH 8,3, KC1 50 mM), MgCl, 1.0 mM, 0.2 mM de cada
dNTP, 0.5 uM de cada cebador, DMSO 2%, 0.1 ug/ ul de BSA y 1.0 U de Standard
Taq Polimerasa (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA). Las condiciones
de reaccion fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por3 min; 33
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, uniéon de los cebadores a 55°C por 30
seg y extension a 72°C por 1 min; y una extension final a 72°C por 10 min.

Para la amplificacion del marcador matK se tomaron 0.5 ul de ADN molde (200
ng en promedio) en 20 yl de mezcla de reaccion conteniendo buffer 1X (Tris-HCI 10
mM pH 8,3, KC1 50 mM), MgCl, 1.0mM, 0.2 mM de cada dNTP, 1.0 uM de cada
cebador, DMSO 4%, 0.4 ug/ ul de BSA y 2.0U de Standard Taq Polimerasa (New
England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA). Las condiciones de reaccion fueron las si-
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guientes: un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 1 min; 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 seg, union de los cebadores a 52°C por 20 seg y extension a 72°C por 50
seg; y una extension final a 72°C por 5 min.

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
en buffer TAE (Tris- Acetato- EDTA) y visualizados por tincién con bromuro de etidio.

La purificacion de los productos de PCR y la secuenciacion por Sanger fueron
realizadas por Macrogen Inc. (Seoul, Korea). Se utilizé6 un secuenciador 3730x] DNA
Analyzer (Life Technologies, Carlsbad, USA). Las secuencias fueron editadas y en-
sambladas usando el software Geneious v. 7.1 (http://www.geneious.com) (Kearse
et al., 2012). Se verifico la asignacion de bases y la calidad de estas. En base a esto
se recortaron los extremos, eliminando las posiciones en que no fue posible asignar
una base (N) y aquellas cuya calidad fue muy baja. Las secuencias directa y reversa
editadas, correspondientes a cada ejemplar, fueron ensambladas para dar lugar a una

secuencia consenso.

Analisis de datos

Con la secuencia consenso obtenida para cada muestra se realizo la clasificacion. Para
ello se empleo la plataforma BOLD (http://www.boldsystems.org), que utiliza toda
la biblioteca de secuencias estandar (barcode) de proyectos publicos y privados deposi-
tadas en su base de datos. En el caso de plantas, el motor de identificacion de BOLD
utiliza los marcadores rbcL y matK por defecto como herramienta para la clasificacion,
y el algoritmo BLAST en vez del algoritmo interno de BOLD. Como resultado se
obtiene una lista de las noventa y nueve coincidencias mas cercanas, pero no la proba-
bilidad de clasificacion en un taxéon. A cada coincidencia se le asigna un porcentaje de
identidad, un score y un valor E. La clasificacion mediante BOLD no puede realizarse
con ambos marcadores al mismo tiempo, es decir que se obtienen tantas asignaciones
como secuencias barcode se utilicen (Ratnasingham y Hebert, 2007; Ratnasingham y
Hebert, 2011; Boldsystems, 2019). A partir del listado de coincidencias que arroja la
herramienta de identificacion de BOLD, se definié6 como coincidencia més cercana el
espécimen con mayor porcentaje de identidad, tomando como limite de aceptacion ar-
bitrario un 99,5%. En la mayoria de los casos este correspondi6 a la secuencia con ma-
yor score. En las bisquedas en las que se obtuvieron multiples coincidencias con igual
porcentaje de identidad, se reporto el espécimen mas cercano a la especie de referencia
cuando fue posible. A su vez se registr6 la coincidencia més cercana perteneciente al
mismo género (VMCIG) y la mas cercana perteneciente a otro género (VMCDG).
Las muestras de referencia fueron utilizadas para validar la identificacion taxo-
némica. La secuencia se considerd correctamente asignada cuando la especie a la que
pertenece obtuvo el mayor score entre todos los candidatos. Se consider6é una falla en
la asignacién cuando la especie correcta obtuvo un score menor o igual a otras especies.
Para el anélisis de los datos de secuencias y especimenes, y como forma de validar
la identificacion, se utilizé la herramienta Taxon ID Tree disponible en BOLD. Esta
permite la construcciéon de dendogramas usando el algoritmo Neighbour Joining. Las
secuencias fueron alineadas con MUSCLE y para calcular las distancias se utilizo el

modelo Kimura 2 Parameter.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se evalué la aplicabilidad de la metodologia del Codigo de Barras
de ADN (DNA Barcoding) para la clasificacion de muestras de hierbas de uso me-
dicinal y de la industria alimentaria. Se utilizaron los marcadores recomendados
por el grupo de trabajo de plantas del CBOL, rbcL y matK. rbcL comprende una
region de 599 pares de bases ubicada en la region 5 del gen que codifica para la
ribulosa bifosfato carboxilasa (RuBisCO), localizada entre las bases 1 - 599 en la
secuencia del gen en Arabidopsis thaliana. (Mondal, et al., 2013). Es sencilla de
amplificar, secuenciar y alinear en la mayoria de las plantas. A pesar de su bajo
poder de discriminacion, se la considera importante por tratarse de una region de
referencia muy usada en estudios filogenéticos que permite reconstruir relaciones
entre especimenes a nivel de familia y género (Kress y Erickson, 2007). La region
matK comprende 841 bases en el centro del gen que codifica para la enzima matu-
rasa K. Se encuentra ubicada entre las bases 205 y 1046 en la secuencia completa
del gen en el genoma plastidico de A. thaliana. Su tasa de sustitucion es tres veces
més alta que la de rbcL a nivel de nucledtidos y seis veces mayor a nivel de ami-
noécidos, lo que muestra que es un gen de rapida evolucion. A diferencia de rbcl,
matK resulta méas dificil de amplificar, particularmente en las plantas que no son
angiospermas. Pero debido a su rapida evolucion, es la mas parecida a CO1 (la
region estandar usada en animales), brindando un alto poder de discriminacion en
plantas (Vijayan, et al., 2010).

Con el protocolo de extraccién de ADN puesto a punto, se pudo extraer ADN
en cantidad considerable de todos los tejidos frescos (entre 114 y 2800 ng/pL),
siendo la muestra de Ocimum sp. de la que se obtuvo menos cantidad (114 ng/
pL). En todos casos la calidad del ADN extraido fue buena (A, .
3,2). En el caso de las muestras comerciales en las que los tejidos vegetales fueron

entre 14 y

sometidos a algtn tipo de procesamiento (deshidratacion, molienda, extraccion), el
rendimiento fue bueno (entre 40 y 2300 ng/pL) y también la calidad (A, ., entre
1,4 y 2,3), excepto para las muestras de arandano en capsulas y ajo en escamas.
En estos dos casos se volvio a extraer el ADN usando un kit comercial basado en
el uso de sales caotropicas, agentes desnaturalizantes y detergentes en el buffer de
lisis, y la adsorcion del ADN a una membrana de silica, lo que permitié la remocion
de impurezas mediante lavados de la membrana con buffer. Con este procedimiento
se logro mejorar el rendimiento en ambas muestras y la pureza del ADN extraido
del ajo en escamas, pero no del proveniente del ardndano, lo cual tiene sentido por
la alta concentracion de polifenoles que contienen los ejemplares de esta especie en
sus hojas y frutos.

Con respecto a la amplificacion de la region rbeL, con el protocolo puesto a
punto se analizaron 29 muestras de referencia (tejido fresco) pertenecientes a las
familias Amaryllidaceae, Apiaceae, Astereaceae, Lamiaceae, Verbenaceae. En to-
dos los casos se obtuvieron productos de amplificaciéon del tamaifo esperado. Fue-
ron analizadas 9 muestras industrializadas de origen comercial de perejil, tomillo,
albahaca, estragon, orégano, ajo en escamas, ajo molido, brocoli y arandano en

las presentaciones que se detallan en la Tabla 2. En todos los casos se obtuvieron
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productos de amplificacion, excepto a partir de la muestra de arandano que no am-
plificé. Este hecho era de esperar ya que en la extraccién se obtuvo poco ADN y de
baja pureza. De acuerdo con los resultados obtenidos podemos corroborar que los
cebadores rbcLa_ fy rbecLa_ rev funcionan adecuadamente en nuestras condiciones
de trabajo y para las especies estudiadas.

En cuanto a la secuenciacion de los productos de amplificacion de rbel, se ob-
tuvieron secuencias de buena calidad en el 83% de las muestras de referencia. El
largo promedio de las secuencias fue de 575 bases, siendo muy similar en todas las
especies analizadas. En el caso de las muestras comerciales industrializadas, el 50%
de las secuencias obtenidas fueron de calidad aceptable. Las muestras de albahaca
y estragén debieron ser amplificadas y secuenciadas en una segunda instancia, con
lo que se logré mejorar la calidad.

Los resultados obtenidos para la region rbcL avalan las conclusiones del es-
tudio realizado por el grupo de plantas del CBOL en las especies estudiadas en
este trabajo. Este locus es facilmente amplificable con los cebadores disponibles,
lo que confirma su universalidad, y las secuencias generadas son de buena calidad
en general, requiriendo poca edicién manual (CBOL Plant Working Group, 2009).

Con el protocolo puesto a punto para la amplificacion de la region matK se
analizaron 29 muestras de referencia pertenecientes a las familias Amaryllidaceae,
Apiaceae, Astereaceae, Lamiaceae, Verbenaceae. En el 86% de los casos se obtu-
vieron productos de amplificacion del tamafio esperado. La amplificacion fallo en
las especies Origanum majorana, Origanum vulgare y Ocimum pertenecientes a
la familia de las Lamiaceas. En estos casos se repitio la amplificacion partiendo
de la mitad de la concentracion de ADN (100 ng), obteniéndose amplicones del
tamaifio esperado. Al amplificar el ADN de las muestras comerciales no se obtuvie-
ron productos de amplificaciéon para la muestra de ardndano. Con las muestras de
albahaca y orégano fue necesaria una segunda amplificacion.

Las secuencias matK obtenidas para las muestras de referencia fueron de me-
diana y baja calidad en el 37% de los casos. En todas las secuencias se observo
una pérdida de resolucion alrededor de las 500 bases. El largo promedio fue de 793
bases, observandose mucha variaciéon en la longitud de las secuencias entre mues-
tras. A partir de los tres amplicones originados de las tres muestras de Ocimum sp,
se obtuvieron secuencias para dos muestras, las cuales debieron ser amplificadas y
secuenciadas nuevamente para mejorar la intensidad de senal y calidad de las secuen-
cias. Esta situacion se repitié con las secuencias de una muestra de Thymus vulgaris
y la de Petroselinum crispum. A partir del fragmento amplificado de una de las
muestras de Origanum vulgare no se obtuvo secuencia. Las secuencias obtenidas
en el 35% de las muestras comerciales fueron de calidad aceptable. El amplicon
obtenido a partir de la muestra de albahaca fue secuenciado nuevamente, pero no
se logré mejorar la calidad del resultado.

Varios autores han reportado dificultades en la amplificacion y la obtencion de
secuencias bidireccionales de buena calidad de la region matK en distintas especies
(Fazekas, et al., 2008; Kressy Erickson, 2007; Hollingsworth, et al., 2011; Theodoridis,
et al., 2012). Este hecho fue corroborado en el estudio, observandose dificultades

para la amplificacion y secuenciacion de esta region, tanto en las muestras de teji-
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do fresco como en las procesadas. A pesar de ello, matK sigue siendo considerada
como region de referencia junto a rbeL por el CBOL Plant Group, debido a que es
una de las regiones codificantes del genoma plastidico que evoluciona més rapida-
mente, lo que le da un gran poder de discriminacion entre especies (CBOL Plant
Working Group, 2009; Hollingsworth, et al., 2011).

Por otra parte, las dificultades encontradas con la amplificacion y secuenciacion
de rbcL y matK, sobre todo en muestras comerciales, podria resolverse utilizando
la estrategia del mini-barcoding. Se basa en la amplificacion de fragmentos mas
pequenos (<200 pb), lo cual resolveria los inconvenientes que se presentan en los
productos boténicos industrializados en los que la estructura del ADN puede estar
alterada debido al procesamiento de los tejidos vegetales (Gao, et al., 2019).

Con las secuencias bidireccionales obtenidas y editadas manualmente, se generd
una secuencia consenso para cada muestra y cada locus. Con ellas se llevo a cabo
la identificacion en la base de datos de Barcode of Life (BOLD) de cada marcador
por separado, ya que el motor de identificacion de BOLD no esta disefiado para
utilizar ambos marcadores en la misma instancia, pese a que se recomienda el uso
de dos loci para plantas. Se reporté la coincidencia méas cercana, el/los vecinos mas
cercanos de igual género (VMCIG), y el/los vecinos més cercanos pertenecientes
a otros géneros (VMCDG), clasificados segin su score y porcentaje de identidad
con la secuencia problema. El criterio utilizado para considerar que la secuencia
correspondiente a la muestra de referencia fuera correctamente asignada a la espe-
cie a la que pertenece, fue que la misma obtuviera el mayor score entre las noventa
y nueve coincidencias reportadas por la base de datos. Se consider6 una falla en
la asignacion cuando la especie correcta obtuvo un score menor o igual al de las
otras especies. En los casos en que la diferencia entre los scores no era significativa
(menor o igual a 2), se tom6 en cuenta el porcentaje de identidad para reforzar
el criterio. Por ultimo, se informé la especie/género asignado de acuerdo con los
datos obtenidos. En las Tablas 4 y 5 se reportan los resultados obtenidos a partir
de las muestras utilizadas como referencia. Se unificaron los resultados de las tres
muestras analizadas de cada especie para que fuera més sencilla la interpretacion
de las tablas.

En las Tablas 6 y 7 se presentan los resultados obtenidos de la comparacion en
BOLD de las secuencias obtenidas para las muestras comerciales para ambos mar-
cadores. En este caso se analizaron los resultados de la identificaciéon con el mismo
criterio que para las muestras de referencia, pero en las comerciales no se corroboro
la especie declarada por el fabricante mediante una identificaciéon taxonoémica. Por
este motivo, con la identificacion obtenida mediante la comparacion de secuencias
en BOLD, corroboramos si la misma coincidia o no con la especie declarada por
el fabricante.

De los 29 haplotipos rbcL obtenidos para las muestras de referencia, 12 pudie-
ron asignarse correctamente a nivel de especie, 10 a nivel de género y 7 a nivel de
familia. Esto representa un 41,4% de asignacion correcta a nivel de especie.

De los 27 haplotipos matK obtenidos para las muestras de referencia, 14 pudieron
asignarse correctamente a nivel de especie, 4 a nivel de género y 9 a nivel de fami-

lia. Esto representa un 51,9 9% de asignacion correcta a nivel de especie. En la Fi-
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gura 1 se pueden observar los porcentajes de acierto en la identificacion por region,

tanto a nivel de especie, género o aquellos ejemplares que no pudieron identificarse.

Tabla 4. Clasificacion de muestras de referencia mediante BOLD usando
secuencias del locus rbeL (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG:
vecino més cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de
distinto género, *: no se encontraron vecinos mas cercanos de distinto

género, **: no se pudo asignar especie ni género).

Especie
de la
muestra

Mejor

0; =
VMCIG VMCDG %  Asig-

coincidencia nacién

All.zum Allium sativum, 100 | Alliwm ursinum  99.6 * * A
sativum sativum
Plectranthus barbatus
/Coleus blumei
Ocimum, /Solenostemon
Ocimum tenuiflorum Ocimum scutellarioides
s /O.americanum 100 sanctum 100 | /Anisochilus carnosus ~ 99.6 | Ocimum
7 /O.kilimandscharicum /O.tenuiflorum /Ortosiphon stamineus
/Ocimum sp. /Clerodendrathus
spicatus
/Plectranthus mollis
Bocchuns Baccharis trimera 100 Bocciupd 99.8 Sl 99.6 &
trimera trinervis novae-angliae trimera
Lippia
Aloysia . stoechadifolia Acantholippia A.
triphylla LU e 0y /L. myriocephala e seriphioides S citrodora
/L. stochadifolia
Artemisia annua
Artemisia /A frigida )
dracuncu- | Artemisia dracunculus = 99.9 | /A.lavandulifolia = 99.8 | . Chrysanthemym 99.6 Arte.zmz-
o indicum,/C. morifolum sia
lus L /A.gmelinii
/A.scoparia
Helichrysum
Crptlen isen
satureioi- Gnaphalium 99.8 4 ) 99.5 yehr 99.8 *
des /G.norvegicum populifolivm
/G.supinum /H.kraussii
/Metalasia densa
. . Annaphilis
Achym'c line Gnaphalium 99.8 Gngg ST 99.2 margaritacea/ 99.4 *k
flaccida uliginosum )
Antennaria neglecta
Omganum Origanum majorana 100 ety 100 Ocimum sp 100 H
majorana vulgare
Origanum . Origanum . .
Origanum vulgare 100 ’ 100 Ocimum sp 100
vulgare majorana
Petro- . .
selinum Petroselinum crispum 100 Petroselinum 99.0 SaThD SIS/ 98.8 ,P'
) segetum Anethum graveolens crispum
crispum
Thymus ’ . Thymus Bystropogon origanifo- T.
vulgaris HTGT0 R Ge 1L quinquecostatus L26 lius/Mentha spicata Lo vulgaris
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Tabla 5. Clasificacion de muestras de referencia mediante BOLD usando

Especie

secuencias del locus matK (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG:

vecino més cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de

distinto género, *: no se encontraron vecinos més cercanos de distinto

género, **:

no se pudo asignar especie ni género).

de la Mejor VMCIG VMCDG LG
muestra coincidencia cién
. : A. vineale .
sﬁiﬁ%& sﬁiﬁ%ﬁl 100 / A. scorodoprasum 99.1 Mesua ferrea 96.1 sﬁiiﬁzﬁ:ﬁn
/ A.ampeloprasum
Ocimum O.citrodorum
s Ocimum sp. 100 | /O. kilimandscharicum  99.7 Mentha spicata 99.7 | Ocimum
P- /0. basilicum
q g Oclemena nemoralis g
Bt%%g;zs Bt%;f;z's 100 Baccharis trinervis 99.5 /Aster umbellatus 99.6 ngﬁ?ggs
/ A. ontarionis
tﬁ%ﬁ;}fa C‘%f:}ggga 100 Lippia stoechadifolia 97.2 Lantana camara 97.5 C’gf;%‘?gﬂ
A.frigida/A.alaskana
/A.rupestris/A.

. norvegica Chrysanthemum -
A’T'tf’z/mzs”m Artemisia /A.borealis/A.capillaris indicum An%e?zl@m
dracuncu- d I 100 Al ' 99.3 C dulifoli 99,1 dracun-

lus L racunculus /A.glomerata /C. lavandulifoliu culus
/A.hyperborea J/Ajnia gracilis
JA.campestris /A.
biennis
Achyrocline . .
satureioi- Gnaphalium 100 o Helzcgwsung/Metqlasm 100 L
des ensa,/Senecio
) . Helichrysum petiolare/
Achyroch: Gnaphalium 100 Graphalimy 99.2 Metalasia densa/ 100 wx
ne flaccida luteoalbum S :
enecio
Origanum Origanum ] Thymus vulgaris/ ok
majorana magjorana 100 Origanum vulgare 100 T. caespitus 99.6
Origanum sp.
/O.magorana
Origanum Origanum 99.9 /O.microphyllum 99.2 Thymus vulgaris/ 99.6 Origanum
vulgare vulgare : /O.dayi /O.elongatum : T.caespitus . vulgare
/O.rotundifolium
/O.dictamnus
etz Petroselinum Petrose-
selinum cms um 100 | Petroselinum segetum | 100 Apium graveolens 99.4 lmum
crispum P
T.striatus/T.spinu-
losus
/T.polytrichus
T.longicaulis .
Thymus Thymus / Origanum sp./ Thymus
vulgaris vulgaris o / '/I‘Tszg)l};ltlllgn T O.vulgare/O.onites L vulgaris
/T.spinulosus
/T .sipyleus/T.pule-
gioides

Estos resultados concuerdan con lo expuesto por varios autores con respecto al

poder discriminatorio de rbcL con respecto a matK. rbcL es un marcador muy

utilizado en estudios filogenéticos de plantas por su robustez para ubicar un

espécimen no identificado en la familia, el género y en algunos casos la especie a

la que pertenece. Su poder discriminatorio es menor, especialmente en aquellos

géneros ricos en especies como ocurre en angiospermas (Kress y Erickson, 2007) y
(CBOL Plant Working Group, 2009).
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Porcentaje de acierto en la identificacién por region

Sin identificacion

Género

matk

Especie

Sin identificacion

Género 34,5

Marcador utilizado y nivel de identificacion
rbel

Especie 41.4

)

0 20 40 60 80 100

Porcentaje de acierto

Figura 1. Porcentaje de acierto en la identificacion de las muestras

de referencia utilizando rbcL o matk

El mismo procedimiento fue realizado con las muestras comerciales. Los resul-
tados obtenidos se presentan en las Tablas 6 y 7. Como puede observarse, con
ambos marcadores la mejor coincidencia para la muestra de ajo molido corres-
ponde a la especie declarada por el fabricante. Lo mismo sucedi6 con el ajo
en escamas con el marcador matK. La muestra de estragén no pudo asignarse
correctamente usando el marcador rbcL, pero con matK la asignacion coincidio
con la especie declarada. Con la muestra de perejil la situacion fue la inversa,
rbeL fue més eficiente para permitir la asignacion que matK. El brocoli en cap-
sulas pudo asignarse correctamente a nivel de género, pero no de especie. Tanto
la albahaca como el orégano no pudieron diferenciarse de otras especies perte-

necientes a la familia de las Lamiaceas mediante el uso de estos marcadores.

Tabla 6. Clasificacion de muestras comerciales mediante BOLD usando secuencias
del marcador rbeL (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG: vecino méas

cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de distinto género).

9 q ) Especie/
Especie Mejor % y ) % L SPECIS)
declarada coincidencia ID VMCIG VMCDG D Género as
nado
Ajo Allium Allium . o .
molido sativum 98.5 e — 98.5 | Ocimum basilicum  97.8 Allium
Ocimum kilimagcclleﬁ(%m/ (0] Crsiirin No se puede
Albahaca basiliéum 99.5 /aﬂiericr/mu/r‘n /0 © 1995 magorana,/ 99.5 | asignar especie
A ’ Mentha sp ni género
Artemisia Tanacetum
Artemisia vulgaris/ atkinsonii/ No se puede
Estragon dracunculus 298 A.absinthiu/ 99.8 | Jacobaea gibbosa/ | 99.8 | asignar especie
A.annua/ Hulteniela ni género
A.campestris integrifolia
Oricanum 722%?353} Satureja vulgaris/ No se puede
Orégano vu% are 99.0 O.oni te?s 0 il 99.0 Pycnanthemum 99.0 | asignar especie
& m /0. dic ‘o Jrlllus verticillatum ni género
bA?mi y
g ] seubertianum,
Perejil Petroselinum. g9 Petmsilmum 98.8 A.trifoliatum/ 99.5 | P. crispum
crispum segetum A.magus
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Tabla 7. Clasificacion de muestras comerciales mediante BOLD usando secuencias
del marcador matK (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG: vecino mas

cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de distinto géne-

ro, *: no se encontr6 mejor coincidencia).

Muestra . M.eJ or | VMCIG VMCDG | ESPC(EIQ/GCI‘ICI‘O
oincidencia | asignado
. . Allium . . .
Ajo molido . 99.6 Allium scorodoprasum 99.3 Mesua ferrea 96.1 | Allium sativum
Ao en Allium Allium vineale
! . 99.4 / A.s corodoprasum 98.8 Mesua ferrea 95.7 | Allium sativum
escamas sativum
/A.ampeloprasum
No se puede
Albahaca * * Amaranthus 98.8 | asignar especie
ni género
. Brassica ) Raphanus .
Broccoli 100 Brassica napus/B.rapa 100 . 99.3 Brassica
oleracea raphanistrum
Estragon | Aremisia g9 Artemisia annia gg5 | Hulteniclla g o | Artemisia
dracunculus / A.kruhsiana integrifolia dracunculus
Perejil Petrqselznum 99.6 Petroselinum segetum 99.6 Apium 99.2 Petroselinum
crispum graveolens

Las secuencias obtenidas para las muestras de referencia y las comerciales fueron
utilizadas para construir un dendograma basado en el algoritmo Neighbor Joining
y el modelo de calculo de distancias Kimura 2 Parameter, para cada marcador

(Figuras 2 y 3). Esta herramienta se utilizé como forma de validar el agrupamiento

de las muestras en conjuntos o clusters a partir de sus secuencias barcode.
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1%
| Liliaceae|Allium sativum 1

Liliaceae| Allium sativum 2

Amaryllidaceae|Ajo molido
Amaryllidaceae|Ajo escamas

| Petroselinum|Petroselinum sativum 1

Apiaceae|Perejil rbeL

Baccharis trimera|Baccharis trimera 2
Baccharis trimera|Baccharis trimera 1

Baccharis trimera|Baccharis trimera 3

Gnephosis|Achyrocline satureioides 1

Asteraceae|Achyrocline flaccida 2
Asteraceae| Achyrocline flaccida 3

Asteraceae|Achyrocline flaccida 1

Gnaphalium|Achyrocline satureioides 3

Gnaphalium|Achyrocline satureioides 2

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 2

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 3

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 1

Origanum vulgare|Origanum vulgare 2

Origanum vulgare|Origanum vulgare 1
Origanum vulgare|Origanum vulgare 3
Origanum majorana|Origanum majorana 2
Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 1

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 2

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 3

Ocimum sp.|Ocimum 1

Ocimum sp.|Ocimum 2

Ocimum sp.|Ocimum 3
Lamiaceae| Albahaca
Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 2

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 3

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 1

Figura 2. Dendograma en el algoritmo Neighbor Joining y el modelo de calculo
de distancias Kimura 2 Parameter construido a partir de las secuencias
rbeL de las muestras de referencia y comerciales. Los circulos rojos sena-

lan la ubicaciéon de las muestras comerciales en el cluster correspondiente.

Las secuencias rbcL se agruparon correctamente por género (Figura 2). En aquellos
géneros donde se analiz6 mas de una especie, como Achyrocline y Origanum, las dis-
tintas especies fueron agrupadas en el mismo cluster. Las secuencias correspondientes
a las muestras comerciales coincidieron con los clusters de las especies declaradas en
cada caso.
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5%

{_ Amaryllidaceae|Ajo molido

Liliaceae|Allium sativum 1

Liliaceae|Allium sativum 3

Liliaceae|Allium sativum 2

Amaryllidaceae|Ajo escamas

| Petroselinum|Petroselinum sativam 1

Apiaceae|Perejil rbeL

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 2

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 3

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 1
Ocimum sp.|Ocimum 1
'Ocimum sp.|Ocimum 3

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 2

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 3
Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 1

Origanum vulgare|Origanum vulgare 3

Origanum majorana|Origanum majorana 2

Origanum vulgare|Origanum vulgare 2
Lamiaceae|Oregano

Gnephosis|Achyrocline satureioides 1

Asteraceae|Achyrocline flaccida 1

Asteraceae|Achyrocline flaccida 3
Asteraceae|Achyrocline flaccida 2
Gnaphalium|Achyrocline satureioides 2
Gnaphalium|Achyrocline satureioides 3

Baccharis trimera|Baccharis trimera 1

Baccharis trimera|Baccharis trimera 2

Baccharis trimera|Baccharis trimera 3

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 2

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 1

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 3

Figura 3. Dendograma basado en el algoritmo Neighbor Joining y el modelo
de célculo de distancias Kimura 2 Parameter construido a partir de las
secuencias matK de las muestras de referencia y comerciales. Los circu-
los rojos sefialan la ubicacion de las muestras comerciales en el cluster

correspondiente.

Las secuencias matK de las muestras de referencia se agruparon de la misma forma

que fue descripta para las secuencias rbcL (Figura 3). Las secuencias fueron agru-
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padas en clusters separados por género, excepto las correspondientes a Origanum
y Thymus que comparten el mismo cluster. Las secuencias correspondientes a las
muestras comerciales fueron agrupadas en los clusters correspondientes a las espe-
cies declaradas.

Estos resultados son concordantes con los presentados en las Tablas 4 y 5, es
decir que la asignacion a la especie correcta en las muestras analizadas es relati-
vamente baja, y que la discriminaciéon de muestras pertenecientes a especies muy
cercanas no fue lograda.

Fazekas y colaboradores (2009) reportaron que la habilidad de las regiones barcode
para discriminar entre especies es menor en plantas que en animales, lo cual estaria
asociado al hecho de que los limites entre especies son mas difusos en las primeras.
Esto se debe a fenomenos que ocurren en plantas, como la reproduccion asexual,
poliploidia e hibridacién. En estudios realizados encontraron que las especies mo-
nofilicas bien soportadas son menos comunes en plantas, y que la brecha entre
distancias genéticas intra e interespecificas es menos pronunciada que en animales.
Como resultado de estos hechos, discriminar entre especies de plantas usando barcodes
simples o multilocus a partir del genoma plastidico sigue siendo un desafio (Faze-
kas, et al., 2009).

Segun Hollingsworth y otros (2011), para que el Codigo de Barras de ADN
funcione correctamente en plantas se requiere que haya transcurrido suficiente
tiempo desde la especiacion, a fin de que las mutaciones o la deriva conduzcan a
un grupo de caracteres que agrupen a individuos pertenecientes a la misma especie.
En clados en los que la especiacion es muy reciente o las tasas de mutaciones son
muy bajas, es muy probable que las secuencias barcode se compartan entre especies
relacionadas.Un ejemplo de esta situacion se da en el género Origanum. En nuestro
estudio lo incluimos por la importancia de sus especies en el uso culinario, cosmé-
tico y medicinal, y con el objetivo de diferenciar entre dos especies muy cercanas:
Origanum vulgare y Origanum magjorana. Los resultados que obtuvimos concuer-
dan con las conclusiones de un trabajo realizado por De Mattia y otros (2011).
Este es un género que muestra una gran promiscuidad genética. En general, se dan
eventos de hibridacién entre distintas especies, por lo que la diversidad genética in-
traespecifica es mayor que la interespecifica, lo que hace que el enfoque del barcoding
no sea aplicable ya que no permite discriminar entre ambas especies (De Mattia,
et al., 2011). Thymus es otro género en el que las diferencias entre taxones muy
relacionados se limitan a pocos caracteres, lo que hace que sean dificiles de asignar
a una especie (Galimberti, et al., 2014; Federici, et al., 2015).

CONCLUSIONES

Con el presente trabajo se busco demostrar la factibilidad de aplicacion de técnicas
moleculares basadas en ADN conformes con la estrategia del Codigo de Barras de
ADN para la clasificacion de muestras de especias y hierbas medicinales, frescas e
industrializadas.

De acuerdo con lo que se habia planteado, se puso a punto la extraccion de

ADN de este tipo de muestras, asi como la amplificacion y secuenciacion de regio-
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nes barcode propuestas por el grupo de trabajo de plantas del Consortium for the
Barcode of Life, rbcL y matK.

Se utilizo la plataforma Barcode of Life Data Systems (BOLD) para validar
la clasificacion de muestras de referencia de especies conocidas y ubicar muestras
problema en grupos de referencia. Se observo que la clasificacion de muestras des-
conocidas es mas dificil de lo esperado, especialmente si las muestras de referencia
corresponden a poblaciones distintas que las muestras problema.

Una de las principales limitantes es la cobertura a nivel taxonémico de las bases
de datos de referencia. Para que esta metodologia sea factible de aplicar a nivel in-
dustrial, resulta fundamental la existencia de una base de datos global curada que
contenga una gran cantidad de secuencias barcode de referencia pertenecientes a
distintas poblaciones de las mismas especies. Esto aseguraria una representacion de
la variabilidad genética dentro de cada especie, haciendo posible la diferenciacion

de muestras pertenecientes a especies cercanas.
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