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RESUMEN

Cetraria Islandica es una especie de liquen de las zonas montafiosas y frias de Europa que es
usado tradicionalmente en afecciones respiratorias y digestivas. Actualmente se han empezado a
hacer més estudios sobre él, descubriendo su actividad antioxidante, antidiabética, antiinflamatoria y
anticancerigena, que junto a otros liquenes les esta haciendo ganar popularidad entre la poblacion.
En los herbolarios se vende liquen de Islandia 0 musgo de Islandia en forma de extracto, infusiones o
plantas desecadas. Ya que en Espafia se da la venta libre de plantas medicinales y este liquen es de
dificil acceso, se ha querido comprobar si se realizan falsificaciones o adulteraciones de él. Para ello
se ha realizado la técnica de identificacion molecular y codigo de barras de ADN (ADN
barcoding)que ha demostrado mayor eficacia a la hora de clasificar e identificar las muestras de
liquenes, debido a su increible parecido tanto morfolégico como quimico entre especies del mismo

género que dan lugar a errores.

ABSTRACT

Cetraria Islandica is a lichen species from cold mountain areas of Europe that is
traditionally used in respiratory and digestive disorders. Currently, there has been made advances on
its uses specifically discovering its antioxidant, antidiabetic, antiinflammatory and anticarcinogenic
activity, which together with other lichens is making them gain more popularity among the
population. The Iceland lichen or Iceland moss is sold in the herbalist as extracts, infusions or dried
plants. Because in Spain there is an open sale of medicinal plants and this lichen is difficult to get,
we wanted to test if any forgery or adulteration has been made. In order to reach the goal, we have
used molecular identification technique including DNA barcodings. This technique has been proved
to be more effective for sample identification and classification in lichens than the morphological or
chemical based approach, due to its incredible resemblance between species and morphological

convergence.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Cetraria islandica (L.) Ach. (Fig. 1-2) pertenece a la familia Parmeliaceae de hongos
liquenizados de Ascomycotal. Tiene un talo de 2-10 cm de alto, fruticuloso, erecto o decumbente,
con l6bulos de 0,1-1 mm de ancho, acanalados y ligeramente ramificados. Su cara superior es
marron rojizo o grisaceo y gris verdoso cuando esta en posiciones de sombra. Tiene proyecciones
marginales de 0,1-1 mm, que parecen espinulas. Su cara inferior es del mismo color que la superior y
tiene pseudocifelas blanquecinas, que también suelen aparecer en los margenes. Los apotecios son de
0,2-2 mm de ancho marrdn oscuro, aunque es raro que los tenga. Su margen es frecuentemente
talino, crenulado. Cuenta con picnidios de 6-7 x 1 um en los margenes, pero son mas frecuentes en
los &pices de las proyecciones. Su médula y pseudocifelas son PD+ naranja rojizo, K- o rara vez K+

amarillo, y C- .Contiene &cidos fumarprotocetrarico, protocetrarico y acido protoliquesterinico?.

Es Terricola y/o muscicola. Crece en suelos minerales u organicos, en altas montafias de
ambos hemisferios, méas frecuente a partir del limite superior de los portes arboreos. Se reconocen
diferentes subespecies en todo el mundo y es comun en el oeste de Nepal, Himalaya y en las regiones
templadas y alpinas. Popularmente se la conoce como Musgo o liquen de Islandia y es el liqguen mas
ampliamente utilizado en medicina 3.En la peninsula esta extendida por los sistemas montafiosos del

Norte y Centro, pero no es abundante®.

Fig.1-2.Cetraria islandica (L.) Ach. ,Familia Parmeliaceae( imagen tomada de http://www.lichens.ie)

Historicamente, el musgo de Islandia se ha utilizado para la produccion de antibiéticos que

curan la tuberculosis siendo mencionado en la Farmacopea Universalis de 1846 y en la Farmacopea

3



de Finlandia en 1915 >En Europa se ha utilizado en Francia para este fin y como emoliente pectoral®,
en Suecia para el catarro cronico, tuberculosis, tosferina y otras enfermedades pulmonares ’y en el

noreste de Italia, como reconstituyente después de la tuberculosis y anticatarrales®.

El musgo de Islandia es un tonico nutritivo y calmante con un ligero efecto laxante. Ayuda a
mejorar el apetito, al estimular la produccion de saliva y de jugos gastricos, y la digestion de los
ancianos y los que se recuperan de una enfermedad debilitante. Se ha tomado como una decoccion o
como un tonico a base de hierbas en Europa como dieta ligera o en dispepsia, disenteria o diarrea

cronica ®En la medicina popular europea, se ha utilizado en el tratamiento del cancer ©

Cetraria islandica ha sido la especie més usada como alimento en los paises nordicos. Se ha
consumido durante el siglo X1X en épocas de escasez de alimento, tras periodos de heladas y sequia
en Noruega, Suecia, Finlandia e Islandia, desecandola para fabricar pan (Brgdmose), mezclada con
harina o arroz. Otras veces, C. islandica era mezclada con patatas o cereales’' llamada
“fjallagrasam;j”, que consiste en afiadir Cetraria Islandica a leche caliente con azucar. Actualmente C.
islandica forma parte de la composicion de los caramelos “Soprano lozenges” y “Soprano original”
(Fig.3), comercializados en Islandia, que son recomendados para oradores, docentes y cantantes, por
su contenido en polisacaridos y en ciertos acidos liquénicos. Los liquenes se han usado en Francia y

otros paises en la fabricacion de chocolates y pasteles (Fig.2) 2.

Fig.3. Ethueta del chocolate fabrlcadocon Cetraria |sland|ca (L) Ach por Dunn & Hewett's. Fig. 4. Productos
comercializados por la empresa islandesa Iceherbs Ltd. que llevan como ingrediente Cetraria islandica (imagen tomada

de http://www.iceherbs.is/)



http://www.iceherbs.is/

Actualmente en Suecia y Finlandia se vende en las farmacias y tiendas de alimentos naturales

como expectorante, aperitivo, tonico o laxante **. También se vende para la diabetes, enfermedades

pulmonares y el catarro en Suecia * y como pastillas para el dolor de garganta por la compaiiia

Hunziker en Suiza®®.En otras partes este remedio popular se utiliza también para los rifiones y la

vejiga, asi como para las heridas mal cicatrizadas®®.Se puede utilizar para el hipotiroidismo y la

anemia debido a su contenido en trazas de yodo y hierro®. En Islandia se utiliza en homeopatia para

la bronquitis aguda y cronica, asma y dolores en el pecho al toser?’.

A parte de sus usos tradicionales, en la actualidad se han estado realizando estudios y ensayos in

Vivo e in vitro, tanto en animales como pacientes, para comprobar las actividades de diferentes tipos

de extractos de Cetraria islandica y asi poder demostrar y descubrir nuevas propiedades:

Antioxidantes: extractos con metanol fueron capaces de revertir el estrés oxidativo generado
por la aflatoxina B1(AFB1) en linfocitos humanos cultivados al provocar un crecimiento en
la actividad de SOD y GPx y un descendimiento en el nivel de MDA18.EI extracto acuoso
inhibe fuertemente la peroxidacion del acido linoleico y a los radicales libres scavenged

incluso maés eficientemente que el a-tocoferol®.

Antiinflamatoria: se ha realizado un estudio in vivo en pacientes en el que se concluye que un
tratamiento con una formula del liquen causa una reduccién directa de la inflamacién, y
donde se observaron cambios patoldgicos en la mucosa oral?®. Experimentos recientes in vivo
donde se inyecta subcutdneamente extractos acuosos de Cetraria sugieren una significativa

reduccion de la artritis BSA inducida a ratas 2.

Antidiabético: Estudios in vitro del efecto del extracto acuoso de Cetraria islandica sobre el
estrés oxidativo inducido por diabetes han demostrado que este extracto a 5 y 10 mg/ml
aumenta la capacidad antioxidante en la sangre de pacientes diabéticos. Por el contrario, no
se vieron efectos antioxidantes beneficiosos en ratas diabéticas tratadas con 250-500mg por

kg de este mismo extracto peritonealmente??,

Antiangenotoxico: El acido protoliquesterinico demostrd ser inhibidor de plaquetas de tipo

12- (S) - lipoxigenasa en un sistema in vitro en plaquetas .Este compuesto probo ser un



inhibidor( a 100 mg/ml se dio un 98,5% de inhibicion) de esta enzima de la que se ha

sugerido que juega un papel importante en carcinogénesis, angiogénesis y metastasis>.

Con todas estas caracteristicas y el aumento del consumo de plantas medicinales en Espafia, no
es de extrafiar que puedan darse adulteraciones o falsificaciones en este liquen, ya que no es facil de
obtener en nuestro pais y otros tipos de liquenes podrian recolectarse con mayor facilidad y por tanto
més econdmicamente. La falsificacion o adulteracion en plantas medicinales se puede dar facilmente
en Espafia, ya que debido al registro no obligatorio de estas, no es necesario tener un limite de

calidad.

Para investigar y determinar si se producen estas falsificaciones se debe hacer una identificacion
de la planta medicinal mediante técnicas morfoldgicas, anatomicas, quimicas o0 moleculares. Muchos
estudios han demostrado que la convergencia morfoldgica y quimica entre especies en liquenes y en
hongos en general es enorme. La identificacion precisa de muestras de liquenes es un reto en grupos
con caracteres taxonémicamente sutiles o escasamente diferenciables como es el caso del género
Cetraria, donde el uso del Barcoding de ADN puede proporcionar un medio eficaz para la correcta

identificacion y diferenciacion del material genuino de las adulteraciones o falsificaciones?*.

DNAbarcoding o cddigo de barras de ADN puede definirse como el uso de pequefios secuencias
de ADN nuclear o de orgénulos para la identificacion de un organismo. Tiene una clara funcion que
es la identificacion de muestras no conocidas utilizando una clasificacion preexistente. Ya ha pasado
una década desde que se propusiera que la enzima mitocondrial CO 1 (citocromo oxidasa 1) que
codifica ADN podria utilizarse para generar codigo de barras de ADN en los animales®. Como los
genes mitocondriales de las plantas evolucionan lentamente con muy baja sustitucion, no se

consideraron adecuados para esta técnica®.

Una alternativa es el uso de genomas de cloroplastos/nucleos que tienen altas tasas de
sustitucion. Muchas regiones genémicas de los cloroplasto (rbcL, matK, trnH-psbA, trnL-F, rpl36-
RPS8, STI y 5S rRNA) han sido evaluados en sistemas vegetales por "El Consorcio para el Codigo
de barras del Grupo de Trabajo Plant Life (CBOL) "?7, de los cuales rbcL se considera como
universal, pero esté teniendo baja resolucion de especies, al contrario que matK. La combinacion de
estos dos marcadores podria mostrar mejores resultados y por lo tanto incluyo ITS nucleares para la
combinacion matK + rbcL con el objetivo de tener una mejor capacidad de discriminacion en las

especies que estén estrechamente relacionadas?®.



Para los hongos y liquenes, el espaciador transcribible interno (ITS) del ADN ribosomal ha
sido universalmente aceptado como marcador de ADN barcoding por el Consorcio del cédigo de
barras de la Vida?®. Por otra parte, este marcador ha demostrado ser eficaz para la correcta
identificacion de muestras de los liquenes®*. Por esta razon, fue elegido como el marcador para la

identificacion de las muestras de Cetraria islandica.

Varios estudios han aparecido sobre la autenticacion de plantas medicinales a través de
cddigos de barras de ADN con muy buenos resultados. Un muy buen ejemplo es el de Crocus
Sativus (azafran), una de las especies medicinales mas importantes y de las mas costosas. Debido a
su alto valor de mercado, esta hierba es a menudo adulterada con otras como Carthamus tinctorius ,
Caléndula officinalis, Hemerocallis L , Curcuma longa... Se dio una deteccion precisa y muy util de
estos adulterantes en el azafran comercializado con la aplicacion del método de analisis de la curva
de fusion de codigo de barras (Bar-MCA) 6.

Los marcadores de ADN o ADN barcoding al usar secuencias de nucleétidos para identificar
una especie son independiente de la edad que tenga la planta, la parte del tejido de donde se obtenga
la muestra y los factores medioambientales. Sumando a esto la mayor capacidad de diferenciacion

entre especies o incluso subespecies la hacen el mejor de los modelos de identificacion?.

Cada técnica esta enfocada a un componente particular del genoma o ninguno en particular lo
que lo hace Unico y un reto en metodologia, técnica y material, ademas de que ningun marcador de

ADN se considera ideal, con o que su uso depende de los objetivos de la investigacion?.

OBJETIVOS

Con este trabajo se ha querido investigar la existencia de adulteraciones en los productos que
alegan ser Cetraria islandica vendidos en herbolarios espafioles de la Comunidad de Madrid. Para
ello se han utilizado técnicas de identificacion morfoldgica y cromatografica, pero sobretodo la
identificacion molecular codigo de barras de ADN, en la cual se ha querido profundizar en su
conocimiento realizando las técnicas de extraccion de ADN, PCR, purificacion y secuenciacion de

marcador ITS de todas las muestras recolectadas.



MATERIALES Y METODOS

Las muestras de liquenes utilizados para este estudio fueron comprados en dos herbolarios de
la Comunidad de Madrid. Ambos consistian en dos bolsas cerradas cuyo contenido era la planta
desecada. En su exterior se podia leer que se identificaban como liquen de Islandia (Cetraria
islandica) y en ambas se expresaba su maxima garantia de pureza y naturalidad del producto, ademas

de cdmo conservarlo (la bolsa cerrada y sin exposicion a la luz).

Se abrieron ambas y se procedio a la seleccion de muestras y su observacién en el
microscopio para determinar sus caracteristicas morfoldgicas. Seis muestras (por duplicado de cada
morfo-especie) fueron preparadas para la extraccion de ADN vy la secuenciacion del mismo. Cédigo
del ADN de las muestras del laboratorio SYSTEMOL de Biologia Vegetal II: 5250, 5251, 5252,
5253, 5254, y 5255.

1. Botanicum (Fig. 5): se recogieron cuatro muestras: 5250,5251,52525 y 5253.

Fig.4 Bolsa de Liquen Islandia de la marca Botanicum

2. Herbes del Moli (Fig. 6): se recogieron dos muestras 5254 y 5255.

Fig.5 Bolsa de Cetraria islandica de la marca Herbes del Moli



Tras la recogida de muestras se paso a realizar el test quimico con K, C, y PD para la
identificacion de compuestos quimicos.Se colocaron las muestras recogidas en distintos eppendorf y
se llevaron al laboratorio con su numero de identificacion para proceder a la identificacion

molecular.

EXTRACCION DE ADN

Se afiadi6 acetona en cada muestra y se dejo durante 2 horas para conseguir la eliminacion de
metabolitos secundarios, se retird y se dejé secar durante la noche. Las muestras se colocaron en un
mortero estéril y se afiadio nitrogeno liquido para congelar la muestra y asi hacer mas facil romperla
con el mortero, y después se afiadio el buffer AP1 de rupturay Rnase A en solucion y se incubo a
65°C durante 2 horas.

Para la extraccion del ADN utilizamos el mini kit Dneasy Plant (Qiagen, Valencia,

California, USA), del cual se siguieron las instrucciones con alguna pequefia modificacion?®,

PCRY ELECTROFORESIS

Se tuvieron que realizar tres ampliaciones PCRs de las regiones ITS usando los primers 1LM
y 2KL especificos de hongos. Cada una consistié en poner 6 ul de cada muestra de ADN, mas la
adiccion de un negativo (para reconocer contaminaciones si las hubiera), 1.25 pl de primer y Master

Mix, y el resto de pl de agua desionizada hasta un total de 25 pl.

Para todas las electroforesis hicimos un gel de agarosa 1% mediante la mezcla de 45 gramos de
agarosa en polvo con 45ml de TAE buffer, que calentamos y mezclamos con 4 ul de SYBR Safe
ADN (Life Technologies Corporation,Grand Island, NY, USA) que luego dejamos secar en la placa
para que tomara su forma. Tras dejarlo secar se afiaden las diferentes muestras junto al colorante azul
(loading buffer) en las ranuras del gel, se conecta a la red eléctrica y se deja durante unos minutos.

Tras este tiempo se mira en una camara bajo luz ultravioleta y se fotografian los resultados.

Los PCRs fueron realizados usando dos métodos, uno con Master Mix y los otros dos con PCR

Beads. El proceso se detalla a continuacion:



e PCRI1: En esta primera de utilizo el ADN E2, que es el que tiene menor cantidad de ADN
pero mas puro. Se mezclo cada muestra con agua desionizada, los primers 1LM vy
2KL(reverse primer) y el Master MIX donde se encuentra el buffer, la polimerasa y los
Dntps. Muestras: 5250-5251-5252-5253-5254-5255 y un negativo.

DNA E2 6 pl

Agua desionizada 4 ul X9 36 ul
Primer 1LM 1.25 pl X9 11.25 pl
Primer 2KL 1.25 ul X9 11.25 pl
Master MIX 12.5 ul X9 112.5 ul

Tras la mezcla se lleva al termociclador Techne R TC-3000 1A donde se aplico el programa
ITS54: un primer calentamiento de 5 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 54
°Cy1.5mina72°C. Se afiadié un paso final de extension de 5 min a 72 °C, y después de esto se
dejaron las muestras a 4°C.

Los resultados de la electroforesis de esta PCR fueron negativos.

e PCR BEADS: Este es mas potente que el PCR normal y en las muestras antiguas y
fragmentada funciona mejor. Los PCR se realizaron usando los mismos primers que en el
anterior pero usando ADN E1, que es menos puro pero con mayor cantidad de ADN. Estos
resultados de la electroforesis fueron positivos.

Los productos de las PCRs se purificaron mediante el protocolo de kit de purificacion de
enzimas en el que se toman 10 pl del producto de PCR vy se afiaden 2 pl de la mezcla de enzimas
ExoSAP-IT™ (Exonuclease 1-shrimp alkaline phosphatase).Se agita y se centrifuga (no mucho, solo
para que el liquido baje al tubo) y se pone en el termociclador con el programa: 37 °C 15 minutos/
80°C 30 minutos.

Tras el enfriamiento de las muestras se llevaron al servicio de Secuenciacion Sanger de la
unidad de gendémica de la Facultad de biologia en la Universidad Complutense de Madrid (campus
Moncloa) para que procedieran con la secuenciacion. Ambas cadenas complementarias se
secuenciaron utilizando ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied

Biosystems) con los mismos primers que se usaron en la ampliacion y de la siguiente forma:
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desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min; 25 ciclos a 96 °C durante 10 s, 50 °C durante 5 s and
60 °C durante 4 min. Las reacciones de secuenciacion fueron sometidas a electroforesis en un
analizador 3730 de DNA (Applied Biosystems) 24,

Las secuencias fueran editadas usando el programa SeqMan para comprobar el estado de la
secuencia, donde pueden editarse y comprobar si la secuencia es clara y podra ser identificada o por
si por el contrario muchas bases salen como N, es decir inconclusas, o con otras letras que no son las
de las bases (G, C, T, A) porque pudieran ser dos de ellas.

Ejemplo de Cetraria islandica, muestra 5251, secuencia de muy buena calidad (Fig.6):
== seqMan - [Alignment of Contig 11 WS T — — — - Np——

% File Edit Sequence Contig Project SNP  MetSearch Window Help _l=][=
\?‘ 230 240 250 260
3 Il Il Il Il 1 1 1 1
= }Iransla:e ’C:nsensus I &&6TTOCCHAX2GCRATCS®GATSGA2RAGHADRRZCGCHRZGCGZRERRLLTGO COG-AETRZR
§ w3ec2016-026_40_2TM_IT52KL_2016-01-28.abl1 (20>525)+
=3
H
||
@J I ¢ 6 T T CC22G6CATCGATSG?2AGSAZZLLCGTCH?2A2GOCGH:22Z2REZLTG G A T R
¥ | Unspecified Search 4 »
Fig. 6 Secuenciacién de la muestra 5251 de Cetraria islandica
Ejemplo de Pseudevernia furfurdcea, muestra 5253, secuencia de muy baja calidad (Fig.7):
F¥ SeqMan - [Alignment of Contig 1] EE
= File Edit Sequence Contig Project SNP  NetSearch Window Help NER
\4& 110 120 130 140
g 1 1 1 1 1 1 1
=| P Transiate P Consensus I TG6CARTTOCTOGARGTRRCCH®RTMARGO CSRZRRAETMOGTTH RARRRAELRCTTI
§ w3ec2016-029_07_51M ITS1IM 2016-02-02.abl(71>239)—*
5
H
RS
4 :
I T 6 ¢ 2T T C T G AN TXARCCNURZTDNARZLRZGTCSR2AERLLTNGGTTRARRRZLLZSLRTCTT

#[#] Unspecified Search ¢

Fig.7 Secuenciacion de la muestra 5253 de Pseudevernia furfurdcea

Tras la comprobacion y edicién, se uso la base de datos de Barcode of Life Data System

(BOLD System web www.bolsystems.org.) para la identificacion molecular de las muestras, donde
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se introdujeron las secuencias de ITS en formato fas en la pestafia de identificacion para hongos y se

observaron los resultados.

RESULTADOS

Estudios morfologicos:

1. Botanicum:

e 5250 y 5251: Ambas muestras se identificaron como Pseudevernia furfuricea por su
color marrén y negro y tener isidios en su superficie. Es una especie muy comun en
Espafia incluso se puede encontrara en parques en Comunidada de Madrid.

e 5252y 5253: eran muestras de liquenes marrones-verdosos con pseudofilos y soralios en
los méargenes caracteristico de Cetraria islandica. La 5252 era de un color marron mas
oscuro que la 5253.

2. Herbes del Moli:Las dos muestras 5254 y 5255 consistian en los mismos liquenes verdes
lobulados que fueron identificadas como Cladonia foliacea. También se detecto un aroma

posiblemente de una labiada, no tipico de un liquen.

Estudio Molecular:

En total de seis muestras extraidas cinco se amplificaron. Se encontraron dos muestras con
productos de PCR en la primera (5252,5254 Fig. 8) y tres muestras en la segunda (5251, 5253,5255

Fig. 9) con el método PCR BEADS, mientras que el método PCR normal fracaso.

Fig.8 segunda electroforesis con muestras con ADN 5252,5254 .Fig.9 tercera electroforesis con muestras de ADN de
5251,5253 ,5255.
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Identificacion mediente BOLD System:

Los resultados de cada secuencia obtenida de las muestras fueron:

5251: Esta muestra cuando se secuencid por primera vez con los primers reverse no dio

resultados legibles. Se volvié a realizar una secuenciacion esta vez con primers foward que

dio como resultado una secuencia de 160 pares de bases, que son consideradas pocas para

una correcta identificacion. Ademas de esto, la calidad de la secuencia era mala, pues habia

muchas bases no identificadas, por lo que los resultados que se obtuvieron en Bold system

con una probabilidad del 90% no pueden ser considerados validos.

5252: Cetraria islandica con un 99.6% de similaridad a la secuencia de la base de datos (Fig.

10).

Score Summary:
100

og

Score

1 12 23

Scores indicate the degree of similarity between the
query sequence and hits. Higher is better.

o
34 45 56 &7 7B =] 1 12 23 34 45 56 &7 7B 20
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given match was generated randomly. Lower is
better.
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1 Ascomycota Lecanoromycetes Lecanorales Parmeliaceae Cetraria islandica 406 206 0  Published £
2 Ascomycota Lecanoromycetes Lecanorales Parmeliaceae Cetraria J'.!’F‘ﬂ';;k;\:a::'bj:p. 406 206 o Published &
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Query
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GAACCTOlGaAAGEATCATTACTGAGAGAGGGECTTCECGCTCCOGaaGaTCTCGaCCCCTAACTCTTCACCCTTTOTETACCAACCTTT
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GTTGCTTTEGECaGETCCGAGEACCTCTOAC G CECCCACAGECCGECaAGCar CCaCCAGAGOCCCATTARLATCTOCTTATTAGTGATS
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GTTGCTTTEGCG06TCCaMIEACC TE TORCECCOCCCACAGECC GOCOAGEECCOGCCATAGBCCCATTAAAATCTECTTATTAGTGATS

TCCEAGCEARARACACAATARAT ALLLCTTTCAAC AN GEATCTCTTEET TEC AGCATCGATGAAGANCGCAGCGALATGCRATALC TAL
[LLEEILLETITL PLLELOLEEL LR e et L L EEL LI R

[11
TG A A A A A T AL AT AR A AT T T AR A GEATCTCTTAOT TCCAGCATOGATOAAGAACGC AGCALAAATEOGATALCTAL

Fig.10 Resultados Bold system de la muestra 5252

5253: Cetraria ericetorum con un 96,63 % de similaridad (Fig.11).Usando caracteres

morfoldgicos las dos muestras 5252 y 5253 fueron identificadas como Cetraria islandica.
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E-Value Summary:

9B JaooD
20000
w96 E
E =
o Jenon
2 @
94 L
JaooD
L 12 2z 34 45 56 &7 ] g9
92 20000
1 12 23 =4 45 5E a7 ] 89
Scores indicate the degree of si rity betweean the E-Values are an indicator of the likelihood that a
query sequence and hits. Higher is batter. given match was generated randomly. Lower is
better.
TOP oo Matches:
Match . - -
Rank Phylum Class Order Family Cenus Species Score Simil E-Value Status
1 Ascomycota Lecanoromycetes Lecanorales Parmeliaceas Cetraria ericetarum subsp. 420 a6.63 [+] Published &'
reticulata
2 Ascomycota Lecanoromycetes Lecanorales Parmeliaceas Cetraria islandica 419 a6.62 o Published B
islandi Bsp. Published
3 Ascomycota Lecanoromycetes Lecanorales Parmeliaceas Cetraria falmndioa susep. 419 a6.62 [+] ublished E7

crizpiformis

Record: 1, Indentified As: Cetraria ericetorum subsp. reticulata
Score: 420, E-Value: 0, Identity: 459//475 (97%), Caps:

Query CCTGOCGEANGGATCAT TACTEAGAGAGGEGE TTCACGCTCCCGEGGGTC TOGECCCCTAACTCTTCACCCTTTATATACCAN
i IIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct CATTACTGAGAGAGGEGC TTCECGCTCCCGEGEATC TCaGLCCCTAACTCTTCACCCTTTGTATACCAACT
Query TTATTGCTTTG6C66ETCCRABEACC TCTCE0GC06C0CACAGECCGG06AGC60CCE0CARAGGCCCATTAAAATCTGCCTATCAGT -4
i DRCLRRLELELEELEL L L L LR LR L E UL ER LR LR L LTI RRE LRI L ELE TEL LT |
Shjct TTGTTGCTT TAGCE6ETCCRAGEACCTCTCOCCCEC0CACAGECCGGCEATCECCCACCATAGGCCCATTAARATCTGCTTATTAGTSA
Query TETCOGAGCEAALAAALCAATAAATAAAACTTTCALCAACSGATCTCTTEETTCCAGCATCOATGANGAACGCAGCEARATGCGATARCT
i ILIELLLLETT L IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct COTCOGAGCEAAAAACACAATAAATARAACTTTCAMCAACGGATCTCTTEETTCCAGLATCGA CAGCGAAATGCGATA
Query AATGTGAATTGCAGAAT TCAGTGAATCATYGAGTCTTTEALCGCACATTEC SCCCCTOEGTAT TCCGE6666CATGCCTATTCGAGCTC
i TILLEREELELELLELT LI ELLL ] IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjet AATETGAATTGCAGAATTCAGTEAATCATCGAGTCTTTRALCGCACATTECGCCCCTCEGTAT TCCEEGEGGCATACCTAT TCGAGCGTC
Query TTATACCCTTCAAGCGTAG GGCGGTTCCOEAECGACTTTAAGE
shyee e
e TUTHT T T
Shjct -GCA-GTAAAATTATCC-CRCTTTG

Fig.11 Resultados Bold system de la muestra 5253

e 5254: Cladonia convoluta con un 99,74 % de similaridad (Fig.10).

Score Summary:

100
98
| F}
Sas
[fa]
94

a9z
1

Scores indicate the degree of similarity between the
query sequence and hits. Higher is better.

12 23

TOP gg Matches:
Match
Rank Phylum
1 Ascomycota
2 Ascomycota
3 Ascomycota

E-Value Summary:

20006
'JCL[I)-]-1

)
Jdhnz

]
20000

1 1z 23 34 45 L& &7 7B B9
J000z
24 45 L& a7 7B 20

E-Values are an indicator of the likelihood that a
given match was generated randomly. Lower is
better.

Class Order Family Cenus Species Score Similarity E-Value Status
Lecanoromycetes  Lecanorales Cladoniaceae Cladonia convoluta 376 99.74 11385?‘:2?“ 714€- Published &
Lecanoromycetes  Lecanorales Cladoniaceae Cladonia convoluta 376 99.74 ?'1385?T:i41 714E- Published &
Lecanoromycetes Lecanorales Cladoniaceas Cladonia convoluta 376 Q074 ?'IESS?Tgi“ 714E- Published &
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Record: 1, Indentified As: Cladonia convoluta
Score: 376, E-Value: 7.188574884171 42-164, ldentity: 377//378 (100%), Caps:

Query
Shjct

Quary
Shjct

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Shjct

TGAACC TGCGGAAGNATCATT AATGAGTTAGEAGEC CTAGCCCCCAGE GGCGAGTEECGGCCGAGTCCCCCSGGGCTCAEC0GGCETTCE
DULLRERLLOLCEE TRLREL L LT LR LR R LR LR LR L E L EEL L LLLEELLLE ]
TGAACC TGCOGAAGEATCATTAATGAGTTAGGAGECCTASCCCCCARCGACGAGTEACAGCCGAETCCCCCOGGGCTCAaCCGGCaTTCE

CCaToTTTTC T AGC AT T T TAC AT AT TTaT TG T T TeGCaGEaC CTTGAGTAGGC TATACGGCTCATACCAGCCOCAGGITTCA

HAHHAUS UG H G HAU UL LY

GCG6C TCGOGCCCHEEAGAGETATAACCALNTCCTATTTATCAGTEATETCTGAGCAAATAT TAAAATAATCAARACTT
IIIIIIIIII IIIIIIIII IIIIIIIII IIIIIIIII [LIETTLL IIIIIIIII IIIIIIIII IIIIIIIII IIIIIII

i
CE0EC0CGECC TTTATCAGTGAT

CTGEEGE
| IIIIII
TTGCCT

A A A TCTCT TEaT T TeE A TCOATEAAG ARG AG AR AT A TAAGTAATATEAATTOCAGAATTCAGTEAATCATCGAL

IIIIIIIIII CLLCETL LR LR LR R LRI L L LR LI EELI EL
CAACAACGEATCTCTTOETTC TEECATCGATEAAGAACGCAGCGAAATECGATAMGTAATGTGANTTGCAGAAT TCAGTEAATCATCGAR

'II'C'H'IIIIE.!\AEECAD!'ITEE

| [LLLLTLLENL
TCTTTGAACGCACA

Fig.12 Resultados Bold system de la muestra 5254

e 5255: Cladonia convoluta con un 94,77% de similaridad (Fig.11).

Score Summary:
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Scores indicate the degree of similarity batween the
query sequence and hits. Higher is better.

E-Value Summary:

20000
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E
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w
20000

30000
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E-Values are an indicator of the likelihood that a
given match was generated randomly. Lower is

batter.
TOP gg Matches:

Match - - [
Rank Phylum Class Order Family Cenus Species ScoreSimilarity
1 Ascomycota Lecanoromycetes Lecanorales Cladoniaceae Cladoni g 439 9477
2  Ascomycota Lecanoromycetes Lecanorales Cladoniaceae Cladoni g 439 9477
3 Ascomycota Lecancromycetes Lecanorales Cladoniaceae Cladoni g 438 9458

Record: 1, Indentified As: Cladonia convoluta
Score: 4309, E-Value: 0, Identity: 471//497 (95%), Gaps:

Query
Sbjct

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Sbjct

Query
Shjct

TITCT A AT TT TACCATACCTTTAT TaCT T TaaCeaaCC TTAAGT AGGCTATACGEC TCATECCAGCCCCAAGNT TCATTGLCT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIII
TCAGCCCCATETTTACCETACCTTTATTAC TGAGTAGGCTATACAGC TCATECCAECCCCARGCTTCATTGOC

Ilccﬁ

GGGEGECGECTCGC6CC TGAGCAAATATTAAAATAATCARRACTTTCARCAR
[ N
GGGGECGETTCGCECC TGAGCAAATATTAAAATAATCAARACTTTCAACAA

COOATCTCTTAETTC TAGCATCAATGAMG AL GCAGCEAANTGCGATANGT AATGT GALT THC AGALT TCAGTGAATCATCGAATCTTYS
LLLLRELL LU R L R LR L LR R LR L R LR ER T LR L LRETLIL]
COGATCTCTTEETTC THGCATCEA TEAAGALCGCAGCOALATGCGATANGT AATGT GALT TECAGALT TCAGTGAATCATCGAATCTTTE

?TITTIC.IQCI.?TII ICEEIZCCTIZGGTAITCCE'GEGEGCh’\"ﬁCCYE'I'TCE»!-GCEI'IZ.!lTTAEAECCCTCMEC&TAGETIGEI’ATTGGAT
CATTGC

174
TLCLLLLEELLIRInLEnLLLLl |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| I
TATTCCREEGEGCATGCCTET TCGAGLETCATTACACCCCTC TCGE

GEGCTSTATTATAAGEAGEC G Y CACoa0 TOCGAAWAGC ACOTEGCEa TCCCTMEAGEAT TTCOECOTCATAGT AAAT AN TATECLCGCS

1] IIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIII IIII IIIIIIIIIII IIIIIIIII IIL LLEELRTEEI L] IIIIII
GGGCTCTCTTATAAGGAGECE TEGCAATCCCC-GATGATTTC-GC6-COTAGT AAATATTAT -CCCGE

AALGARTCSGTEEGCTNGOCARARSCOCCCATA-TCTCCALRA

IIIIIIIIIIII IIIIIII [ LT IIIIIIIII
GCCARACCCCCCAATAATCT

Fig.13 Resultados Bold system de la muestra 5255
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DISCUSION

Tras estos resultados se comprueba que en la bolsa de la marca Botanicum en la que veiamos
escrito que el contenido era Liquen Islandica nos encontramos con Cetraria islandica, Cetraria
ericetorum y Pseudovernia furfuracea (identificada morfologicamente y cromatograficamente), y en
la bolsa Herbes del Moli no hay ni siquiera Cetraria islandica, si no que toda ella es Cladonia
convoluta. Con lo que en estas dos marcas se esta produciendo adulteracion de plantas medicinales.
Se observo que en la marca Botanicum puede haber solo un 20% de Cetraria islandica de la muestra
total, y méas del 50% eran los materiales de Pseudevernia furfuracea, que es una especie muy comdn
en Espafia e incluso se puede encontrar en los parques de la Comunidad de Madrid. En la bolsa
Herbes del Moli 100% de las muestras resultaron ser Cladonia convoluta, otra especie muy comun

en la Peninsula Ibérica.

Esta practica seguramente serd debida a la facilidad de recoleccién de algunos de estos
liguenes que podemos encontrar en lugares mas accesibles que Cetraia Islandica, ya que en Espafia
solo se encuentra en zonas montafiosas del norte del pais, pero se trata de una practica muy peligrosa
ya que algunos liquenes son conocidos por tener metabolitos secundarios que pueden provocar
intoxicaciones y en algunos casos la muerte. Es el caso de el acido Usnico, que esta presente en los
liguenes como Cladonia convoluta encontrada en la bolsa de Harbes de Moli, y puede resultar toxico
en altas dosis, como en el periodo entre febrero y abril de 2004, cuanto cientos de alces fueron
encontrados muertos en el estado de Wyoming (Estados Unidos) donde la causa de su muerte fue el
consumo del liquen toxico Xanthoparmelia chlorochroa (Tuck.) Hale®*.Muchas especies son amargas
e irritan el tracto digestivo, otras son toxicas, debido a ciertos acidos liquénicos, por ejemplo, su
contenido en &cido vulpinico es la causa de que Letharia vulpina (L.) Hue, un liquen presente en

Canada, sea una especie venenosa®!.Por lo que estas adulteraciones no se debian tomar a la ligera.

Se ha podido comprobar en este estudio que efectivamente como se vio en el estudio de
identificacion de Parmeliaceae por ADN barcoding?, la identificacion molecular en liquenes es muy
atil, ya que de las cuatro muestras que han podido secuenciarse, tres habian sido identificadas
morfol6gicamente como otra especie. Esto no hace mas que afiadirle valor a esta técnica que aparte
de servir para la identificacion de muestras, estd ayudando a encontrar la relacion filogenética de
unos y otros liquenes, pudiendo descubrir casos en los que liquenes practicamente iguales
morfol6gicamente tienen un ADN muy diverso y estan muy separados evolutivamente unos de

otrost.
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Pero este estudio también ha servido para ver las limitaciones, pues en el ADN barcoding influye
muy ampliamente la calidad del ADN que hayas obtenido mediante la ampliacién, ya que las
secuencias que se consideran caracteristicas deberian de tener mas de 500 pares de bases para
producir una identificacion certera?®.Este ha sido el caso de Pseudevernia furfuracea, la cual no
pudimos identificar correctamente, pues solo obtuvimos 160 pares de bases, de manera que las
similaridades no eran del todo certeras. Esto ha podido ser por la calidad del ADN de la muestra, que
al estar desecada pudo haberse degradado o que al hacer la técnica de ampliacidn o extraccion hubo
que haber hecho alguna variacion en el proceso.

Debido al obvio fraude que se puede realizar con las plantas medicinales,creo que se deberia
revisar la legislacion tanto Europea como Espafiola. En la Ley 29/2006, del 26 de julio, de garantias
y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios con la Gltima modificacion del 25 de julio

de 2015 en el articulo 51% lo que se dice de las plantas medicinales es:

1. Las plantas y sus mezclas, asi como los preparados obtenidos de plantas en forma de
extractos, liofilizados, destilados, tinturas, cocimientos o cualquier otra preparacion galénica
que se presente con utilidad terapéutica, diagndstica o preventiva seguiran el régimen de las
férmulas magistrales, preparados oficinales o medicamentos industriales, segin proceda y
con las especificidades que reglamentariamente se establezcan.

2. El Ministerio de Sanidad y Consumo establecera una lista de plantas cuya venta al publico
estara restringida o prohibida por razén de su toxicidad.

3. Podran venderse libremente al puablico las plantas tradicionalmente consideradas como
medicinales y que se ofrezcan sin referencia a propiedades terapéuticas, diagnosticas o
preventivas, quedando prohibida su venta ambulante.

Como se puede comprobar en el tercer punto,no existe una verdadera regulacién, pues se pueden
vender las plantas medicinales de forma libre con tal de que no pongas sus propiedades
terapeuticas,diagnosticas y preventivas,tal y como ha sido el caso de nuestras dos bolsas de muestras.
Debido a que no hay una regulacion en esto, no hay un control sobre la autenticidad de las plantas,y
por tanto, el riesgo de falsificaciones o adulteraciones en este campo aumenta, no solo en liquenes, si

no en cualquier tipo de planta medicinal.
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A este peligro se afiade el hecho de que el sectorde plantas medicinales de venta en herbolarios o
grandes superficies crece cada dia, produciendose una explosién en el mercado con tasas de
crecimiento de alrededor del 15% anual continuadamente durante practicamente diez afos,
alcanzandose en el afio 2004 unas ventas en torno a los 250 millones de euros, segun estimaciones de
la FEFE (Federacion Empresarial de Farmacéuticos Espafioles). Otra caracteristica propia del
mercado espariol es la distribucidn, todavia mayoritaria, a través de herbolarios (c. 60%), frente a la
distribucion a través de oficinas de farmacia (c. 40%), datos de la Asociacion Espafiola de
Especialidades Farmacéuticas Publicitarias, (ANEPF), en contraste con la realidad europea, donde,
en promedio, el 80% se distribuye a través decanales farmacéuticos y sélo un 20% a través de otras

vias®e,

CONCLUSIONES

Se han detectado adulteraciones en las muestras recogidas de dos marcas en dos herbolarios de la

Comunidad de Madrid que decian ser Cetraria Islandica en ambos envoltorios:

e Botanicum: contenia tres especies Cetraria Islandica, Cetraria ericetorum y Pseudevernia

Furfuracea.

e Herbes del Moli: contenia una especie solamente, Cladonia Convoluta.

Estas identificaciones han sido posibles gracias a la técnica de ADN barcoding, que ha
demostrado ser mas eficaz que la técnica morfoldgica, pues muestras que se creyeron que eran una

especie tras la secuenciacion se detecto que eran otra.
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