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Resumen

Con el nombre de guaco se conoce a un grupo de plantas medicinales del género
Aristolochia L. Existen registros de su uso en México desde la época prehispanica,
principalmente contra la mordedura de serpientes y otros animales ponzofiosos. Se
reconoce que una de las especies de guaco mas importantes es Aristolochia
asclepiadifolia Brandegee, la cual es endémica de Veracruz y su localizacion se
restringe a algunas zonas del centro del Estado. No se encontraron estudios que
documenten los usos y su importancia actual, asi como su presencia, abundancia y
diversidad genética lo que aseguraria su sobrevivencia. El objetivo de este trabajo
fue documentar el uso medicinal del guaco en la zona centro del estado de Veracruz
y estandarizar un protocolo de extraccion de ADN para la especie y realizar una
propuesta metodologica para el estudio de su diversidad genética. Para ello, en el
presente trabajo se realizé una exploracion de los sitios donde han sido
recolectadas de acuerdo con los registros del herbario XAL, se seleccionaron cinco
localidades de las cuales se recolectaron especimenes de herbario, muestras para
laboratorio y se realizaron entrevistas abiertas y semiestructuradas para el estudio
etnobotanico. Se document6 el uso tradicional y se realizd un andlisis etnobotanico
cuali y cuantitativo. Se probaron dos métodos de extraccion: Qiagen plant min kit'y
el método del CTAB (Bromuro de centiltrimetilamonio). Los resultados
etnobotanicos cualitativos indicaron que las poblaciones de A. asclepiadifolia, se
observaron disminuidas y en algunos sitios no se logré detectar su presencia. Del
100% de los entrevistados, el 31% no conoce la planta, el 14% si la reconoce, pero
desconoce los usos medicinales y el 55% si reconocio la especie A. asclepiadifolia
como una planta medicinal. Mediante un analisis cuantitativo se determinaron los
indices de nivel uso significativo (UST) y nivel de Fidelidad (FL) se demostro que la
afeccién con mayor aceptacion cultural es la mordedura de serpiente con los niveles
mas altos. La comparacién de los dos métodos de extraccion nos dio como
resultado un protocolo de extraccion especializado para la especie y se realizé una

propuesta metodoldgica para llevar a cabo estudios de su diversidad genética.
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INTRODUCCION

Todos los pueblos del mundo, desarrollados y en desarrollo, han usado las plantas
para atender sus problemas de salud y una gran mayoria, sigue haciendo uso de
ellas actualmente (Argueta y Cano 1994). Se tiene registros de que existen en
México alrededor de 4 000 plantas medicinales, por lo que una de cada siete
especies en nuestro pais, tiene asociada alguna propiedad terapéutica (Ocegueda
et al.,, 2005). Una de éstas, es el guaco, A. asclepiadifolia de la familia
Aristolochiaceae, originaria y endémica de México (Ortega y Ortega, 1997; Castillo-
Campos et al., 2005; Palacios-Wessenaar et al., 2014). Su distribucion se restringe
a una zona muy limitada del centro de Veracruz, en donde se utiliza medicinalmente
para contrarrestar el efecto de las mordeduras de serpientes venenosas (Ortega y
Ortega, 1997, Castillo-Campos et al.,, 2005). Considerada como una especie
endémica y util, la destruccion de su hébitat, el cambio climatico, el urbanismo y su
extraccidbn continua entre otros factores, constituyen un riesgo para su
supervivencia, sin embargo, se desconoce su diversidad genética, que es una
caracteristica de las especies que les permite responder o enfrentarse a los cambios

en su entorno natural.

La diversidad genética es un componente basico para la biodiversidad, se define
como las variaciones heredables que ocurren entre los individuos de una misma
especie. Es fundamental su conocimiento para el mejoramiento genético y para la
implementacion de estrategias de conservacién de especies que presentan bajos
niveles de variacion genética (Pifiero et al., 2008; Ruiz et al., 2015; Watson et al.,
2016). El objetivo de implementar estrategias de conservacion es preservar la
biodiversidad, que en un principio solo se aplicaba a especies en peligro de extincion
y ahora a especies endémicas (Hamrick et al., 2006; Wang et al., 2015). De acuerdo
con Chung y Chung (2010), la diversidad genética ayuda a entender la variabilidad
de cualquier especie que se quiera estudiar, pero la prioridad son las especies

endémicas y en peligro de extincion.



En México se han hecho estudios de diversidad genética de plantas, animales,
bacterias, hongos etc. y a su vez estos estudios han servido de base para
implementar estrategias de conservacion, manejo y el mantenimiento de la
biodiversidad (Kim et al, 2006). En el caso del guaco (Aristolochia asclepiadifolia)
no hay estudios de diversidad genética, sin embargo, al tratarse de una especie
endémica y de importancia medicinal para las regiones del centro de Veracruz
donde se distribuye, se enfrenta a problemas antropogénicos como el crecimiento
demografico, la modificacion de su habitat y el poco conocimiento sobre la
importancia de esta planta por parte de las nuevas generaciones corre el riesgo de

desaparecer (Ortega y Ortega, 1997; Gomez-Pompa et al., 2010; Villasefior, 2016).

Como lo menciona Caballero (2013)...“la utilizacion irresponsable de los recursos
naturales provoca la desaparicién de especies a un ritmo acelerado y cada vez el
namero de especies que requieren de la intervencion humana, para asegurar su

supervivencia es mayor”.

Al no haber un control sobre el manejo de especies endémicas, éstas pueden ser
sobreexplotadas e incluso podrian llegar a extinguirse, por tal motivo es
indispensable describir su diversidad genética. El propésito de este estudio es
documentar los usos medicinales del guaco (A. asclepiadifolia) en el centro de
Veracruz y estandarizar un protocolo de extraccion de ADN para estudios

posteriores de su diversidad genética.



2. ANTECEDENTES

Desde la prehistoria el ser humano ha buscado la manera de mejorar su calidad de
vida, y para ello las plantas han sido buenas aliadas ya que proporcionan alimento,
salud, techo, abrigo, armas etc. (Toledo et al., 1995; Escofet et al., 1997; Toledo et
al., 2003). Tras cubrir la primera necesidad que es la de alimentarse, se busco6 en
ellas una manera de tratar enfermedades, heridas o dolores y gracias a esta
necesidad se ha descubierto que muchas especies vegetales tiene virtudes
curativas. A lo largo de la historia las personas han experimentado con diversas
especies y de acuerdo al ambiente que les rodea, desarrollado técnicas y formas
para tratar sus enfermedades de manera adecuada (Toledo et al., 1995; Escofet et
al., 1997; Toledo et al., 2003).

2.1. El uso de las plantas medicinales en México

México es un pais con una gran diversidad bioldgica y cultural (Toledo, 1982 vy
1994.), que posee una medicina tradicional (MT) equiparable a la de China e India.
Ha prevalecido hasta nuestros dias y constituye un verdadero sistema de salud
como se pone de manifiesto en la magna obra de la Biblioteca de la medicina
tradicional mexicana conformada por 12 volumenes y publicada en 1994 por el
Instituto Nacional Indigenista. Las plantas, asi como en las medicinas tradicionales
china e indud, constituyen el recurso material mas importante de la MT mexicana y
su uso desde la época prehispanica ha quedado registrado en Cédices y otras obras
histéricas (Argueta y Cano, 1994). El uso actual de las plantas medicinales de
México se documenta en los tres volimenes del Atlas de las plantas de la medicina
tradicional mexicana, y tres de la Flora medicinal indigena de México (Argueta y
Cano, 1994) e investigaciones regionales como la Flora medicinal de Veracruz I.
Inventario etnobotanico (Cano, 1997). Alli se enlistan alrededor de 920 especies

medicinales.



2.2. Lainvestigacion etnobotanica y el estudio de las plantas medicinales

Actualmente la etnoboténica tiene gran peso debido a que se encarga de rescatar
y evitar la pérdida del conocimiento tradicional de las comunidades nativas, esto
contribuye a la conservacion de la biodiversidad y el desarrollo de comunidades
locales (Davis, 1991; Prance, 1991; Alexiades, 1996; Cunningham, 1996; Caniago
y Siebert, 1998; Martin, 2001). A través del tiempo grandes autores han tratado de
establecer el concepto de etnobotanica (Harshberger, 1896; Barrera, 1976; Toledo,
1992 y Caballero, 2001) y gracias a sus contribuciones hoy se comprende que en
esencia la etnobotanica, estudia la relacion de las sociedades humanas y del mundo
vegetal. A su vez, evidencia como el ser humano ha generado conocimiento para
aprovechar los recursos naturales, que van desde brindar refugio, fabricar armas,

alimento, medicina, ropa, rituales entre los mas importantes.

La palabra etnobotanica fue utilizada por primera vez por el botanico
estadounidense John W. Harshberger (1896) donde la define como la disciplina que
estudia la relacion de las plantas con las culturas primitivas. Este concepto, limitado,
ha evolucionado a lo largo de los afios. La etnobotéanica, de Acuerdo a Barrera
(1976), es el “campo interdisciplinario que comprende el estudio e interpretacion del
conocimiento, significado cultural, manejo y usos tradicionales, de elementos de la
flora”. Esto implica la transmision a través del tiempo por un grupo humano, en un
determinado contexto cultural. Y resume Barrera, al indicar que el objeto de la
etnobotéanica es el estudio de las “sabidurias botanicas tradicionales”. Hernandez-
Xolocotzi (1976), amplia este concepto, y define a la etnobotanica como el campo
cientifico que estudia las interrelaciones que se establecen entre el hombre y las
plantas a través del tiempo y en diferentes ambientes. Y estas interrelaciones estan
determinadas por dos factores; el medio con sus condiciones ecoldgicas y la cultura,
y que estos factores, al estudiarlos a través del tiempo, cambian cuali y

cuantitativamente.



Los estudios etnobotanicos en el pais se han realizados tanto desde una
perspectiva interpretativa o cualitativa; como positivista o cuantitativa. La mayoria
de los documentos histéricos que registran el uso de las plantas medicinales, no
solo en el México antiguo, sino en otros paises, se pueden incluir en la ethobotanica
cualitativa por el rigor metodolégico utilizado (Hurtado et al., 2006; Gheno-Heredia
et al.,, 2011; Castro-Guzman, 2014). Sin embargo, hay una fuerte tendencia de
modificar las formas tradicionales de compilacion de la informacion, desarrollando
métodos que permiten al investigador describir y analizar cuantitativamente los
patrones de uso de las plantas, lo que es de utilidad para el entendimiento de las
complejas interacciones entre las poblaciones y su medio ambiente (Hurtado et al.,
2006; Gheno-Heredia et al., 2011; Castro-Guzman, 2014). Los trabajos cuantitativos
segun Phillips (1996), se pueden clasificar en tres categorias: consenso de
informantes, asignacion subjetiva y usos totalizados. La técnica usada en este
trabajo pertenece a la primera categoria, en la cual la importancia relativa de cada
uso es calculada directamente por el grado de consenso de la respuesta de los

informantes.

Las técnicas cuantitativas de la etnoboténica, deben considerarse como
complementarias a las tradicionales formas de investigacion, ya que la descripcién
cualitativa del conocimiento popular sigue siendo valida y sumamente importante
(Hurtado et al., 2006; Gheno-Heredia et al., 2011; Castro-Guzman, 2014).

2.3. Las aristolochias (guacos) y su importancia en México

Con el nombre de guaco se conoce a un grupo de plantas medicinales del género
Aristolochia. Existen registros de su uso medicinal en México desde épocas
prehispanicas. En la obra Historia de las plantas de la nueva Espafa (1571-1576)
escrita por Francisco Hernandez, se describen dos especies de guaco,
Coayxtelolotli y tomahuactlacopatli hierbas medicinales muy importantes, utilizadas
con el fin de curar dolores, problemas estomacales y principalmente para combatir

el veneno de serpientes y animales ponzofiosos, parte de estos conocimientos han



prevalecido con el pasar de los afios y al mismo tiempo se han incluido nuevas
afecciones que se pueden tratar con los guacos. Actualmente las publicaciones de
Aguilar (et al., 1994), Argueta y Cano (1994), Ortega y Ortega, (1997), describen el
uso medicinal que se le da a los guacos y mencionan que la afeccion tratada mas
comun es la mordedura de serpiente, ésto se debe a su posible actividad

anticrotalica (Tabla 1).



Tabla 1. Uso medicinal de las especies de

uaco (Aristolochia L.)

Nombre Nombre comidn o Lugar de uso Mal que cura Referencia
cientifico indigena
Posiblemente tomahuactlacopatli o Guerrero y Calma los dolores y Hernandez,
Aristolochia totomahuactlacopatlio | Morelos destierra los frios de las 1959
pringlei Rose tlacopatli fiebres; Fortalece el
corazén y en dosis de dos
dracmas alivia la
hidropesia evacuando su
causa
Posiblemente cuaco, sombrerito y Veracruz Combate las mordeduras
A. odoratissima | hediondilla de viboras y oros
L. coayxtelolotli o animales venenosos; se
coaixtelolohtli usa como estimulante,
diurético, estomaquico y
febrifugo; las hojas se
usan en cataplasma
contra los bubones y para
calmar los dolores ciaticos
Aristolochia guaco de castillo Zoque- contra la mordedura de Aguilar et al.,
schippii Standl. popolucas serpientes 1994.
A. ovalifolia Guaco Magallanes,
Duch. Veracruz y en
Belice
A. pentandra guaco, camotillo guaco, | Tabascoy Aliviar codlicos, dolor de Argueta y
Jacq. camoatillo pop, gallito Yucatéan estomago, empacho; sola, | Cano, 1994.
morado, yerba del hervida, diarrea;
manso enfermedades renal-
urinarias, dolores durante
el embarazo contra
mordeduras de vibora
(anticrotalico), para sanar
heridas y el pafio en la ca
Aristolochia guaco de arbol Catemaco, mordedura de serpiente Cano, 1997.
arborea Linden Veracruz venenosa, la fiebre
producida por ella,
calentura, y dolor
estomacal
A. grandiflora guaco, pato, Catemaco, Mordedura de serpientes y
Sw. hediondilla Veracruz reumas
A. impudica guaco, guaco de palo, Sierra de diarrea, el “latido”, la
J.F. Ortega sauco de montana Santa Martha, | mordedura de serpiente y
kuy waku’ Soteapan, la tos
Veracruz
Santa Rosa los cdlicos, el dolor de
Loma Larga, corazon, el “latido” de
Hueyapan de barriga y el mareo
Ocampo,
Veracruz
A. maxima Guaco Ejidos de Dolor estomacal
Jacq. Berliny
Agustin Millan,
Cérdoba,
Veracruz
A. guaco, flor de patito, Centro de disenteria, como Aguilar et al.,
asclepiadifolia raiz de guaco Veracruz alexitérico y 1994; Argueta
Brandegee principalmente como y Cano 1994,
anticrotalico Cano, 1997;
Ortega y

Ortega, 1997,




2.3.1. las especies de Aristolochia L. de Veracruz y su estatus de vulnerabilidad

En el estudio taxondémico y de distribucion de la familia Aristolochiaceae Juss. en el
estado de Veracruz, Ortega (1985), ademas de describir botanicamente a la familia,
también resalta el posible estatus de nueve especies de aristolochias encontradas
en Veracruz. También describe que los taxa muestreados con excepcion de
Aristolochia grandiflora Swartz y A. ovalifolia Duch. estan en peligro de desaparecer
del Estado en su forma silvestre, si continlan las alteraciones de sus hébitats
naturales. Siguiendo las categorias de vulnerabilidad propuestas por la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y Recursos Naturales, las

especies estudiadas se colocan de la siguiente manera.

Tabla 2. Estatus de vulnerabilidad de las especies de Aristolochia de Veracruz
Especie Ex E \% I R C

.arborea

. asclepiadifolia X

. grandiflora X

. littoratis X

. micrantha X

. odoratissima X

. ovalifolia X

. pentandra X

> > > > PP

. schipii X

e EX. Extinta

e E. Taxa en peligro de extincion y con probabilidades de sobrevivencia nulas
si los factores causantes siguen operando (peligro)

e V. Taxa de los que se cree pueden entrar en la categoria E si los factores

causantes siguen operando (Vulnerable)

I. Taxa de los que se sabe muy poco (Indeterminada)



e R. poblaciones pequefias que no estdn necesariamente en peligro por el
momento (Rara)

e Comuny abundante

En 1985 como lo describe Ortega, A. asclepiadifolia se encontraba en una situacion
de vulnerabilidad. En los ultimos 34 afos el crecimiento demografico se ha
incrementado, esto sugiere que el habitat de A. asclepiadifolia esta siendo
consumido por el urbanismo. Aunado a esto, el poco conocimiento de las nuevas
generaciones sobre el uso medicinal del guaco, lo ponen en riesgo, pues al no

conocerla, es considerada maleza, por lo tanto, es algo negativo para los cultivos.

2.4. Aristolochia asclepiadifolia Brandegee

Pertenece a la familia Aristolochiaceae que es un miembro del orden Piperales.
Generalmente son plantas trepadoras o raras veces arbustos pequefios, perennes,
aromaticos, el tallo simple o ramificado. Esta familia incluye siete géneros y
aproximadamente 625 especies. Los géneros de esta familia estan subdivididos en
3 tribus: Sarumeae, Bragantieae y Aristolochieae; a esta Ultima pertenece el género
Aristolochia anico representante de la familia en el estado de Veracruz (Ortega y
Ortega, 1997; Gomez-Pompa et al., 2010; Rivera-Hernandez y Samain, 2011). El
género Aristolochia L. posee el mayor numero de especies de la familia
Aristolochiaceae, con alrededor de 500. A. asclepiadifolia tiene un conjunto de
caracteristicas que la distinguen de las demas especies pertenecientes al mismo
género, entre ellas las hojas obovado-elipticas, subsésiles, con una base
abrazadora, la siringe urceolada, el ginostemo con seis anteras en tres grupos en el
interior del utriculo y el limbo del caliz trilobado (Figura 1) (Ortega y Ortega, 1997;
GOmez-Pompa et al., 2010).



i

Figura 1. A. asclepiadifolia
a) rama con hojas y flor; b) flor (lateral y frontal); c) corte transversal de la flor
(siringe y ginostemio); d) ginostemio; e) fruto; f) semillas

*[lustracion por Seatiel Guiochin, tomada de Ortega (1985)
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El género Aristolochia se distribuye casi en todo el mundo principalmente en zonas
tropicales, subtropicales y rara vez en zonas templadas. En el continente americano,
desde la vertiente sur y oriental de los Estados Unidos, pasando por México, Antillas
y América Central hasta Argentina en Sudamérica (Ortega y Ortega, 1997; Rivera-
Hernandez y Samain, 2011). En nuestro pais se reportan 64 especies, de las cuales
13 se localizan en Veracruz incluidas tres endémicas de este Estado (Aristolochia
asclepiadifolia, A. impudica J.F. Ortega y A. veracruzana J.F. Ortega) (Ortega y
Ortega, 1997).

A. asclepiadifolia fue descrita por Townsend S. Brandegee de la Universidad de
California-Berkeley de una recolecta hecha por el aleman Carlos Alberto Purpus, en
Consoquitla, regidon de Totutla, Veracruz, generalmente se encuentra en forma de
lianas perennes de tres a diez metros de largo, tallo ramificado, cilindrico, rugoso,
las ramas jovenes pubescentes. Las hojas son simples, en forma de elipse o huevo
invertido (obovadas), de seis a 24 centimetros (cm) de largo, 3.5 a 15.5 cm de
ancho, débiles o semi duras pero flexibles; tanto la parte superior de la hoja (haz)
como la inferior (envés) son pubescentes. Las flores se encuentran agrupadas en
inflorescencias, cada flor sale de la axila o de la rama, son de color crema y purpura,
de 1.5 a 5.3 cm de largo, 1.5 a tres cm de ancho. Fruto cilindrico, brillante de 2.5 a
7.5 cmde largo y 1.5 a 2.5 cm de diametro; color verde claro. Semillas de 60 a 100

por fruto, aceitosas y brillantes (Ortega y Ortega, 1997; Gomez-Pompa et al., 2010).
2.4.1. Fenologia y ecologia

La floracién se presenta entre los meses de junio a enero; se encuentra en selva
baja caducifolia, selva mediana perennifolia, raramente en encinar, con frecuencia

en lugares humedos, cafiadas o sitios riparios y a menudo rupicola (Ortega y Ortega
1997; Gémez-Pompa et al., 2010).
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2.4.2. Distribucion

La especie A. asclepiadifolia se distribuye en el centro de Veracruz en un rango de

altitud de 100 a 1000 msnm, (Ortega y Ortega, 1997). Su distribucion se restringe a

la zona centro del estado de Veracruz (Figura 2). Con base en la informacion

obtenida en la base de datos del Herbario XAL (Instituto de Ecologia, A.C.), y la

publicada por Ortega y Ortega (1997) y Gomez-Pompa et al., (2010), esta especie

se distribuye en los municipios de Emiliano Zapata, Teocelo, Paso de Ovejas,

Puente Nacional, Totutla, Axocuapan, Actopan, Jalcomulco, Tlaltetela, Comapa y

Tenampa.

»
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2.4.3. Usos

A. asclepiadifolia se conoce como guaco, patito, raiz de guaco. Al poseer
propiedades medicinales, las personas que conocen de sus usos la utilizan para
combatir la desinteria, dolores, dolores estomacales, diarrea y principalmente
mordeduras de serpientes (Cano, 1997; Ortega y ortega, 1997; Gomez-Pompa et
al., 2010).
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2.5. Diversidad genética

Cuando los biélogos dejaron de considerar a los organismos separados de los
genotipos individuales conjuntando los principios de la evolucion darwiniana con la
genética mendeliana, empezaron a pensar en las poblaciones como un conjunto de
genes a través del andlisis de “las frecuencias de sus diferentes alelos”. Esto Ultimo
viene a ser el principio de una nueva rama de la biologia: la genética de poblaciones,
resultado de la conjunciéon de las disciplinas anteriores. Una poblacion, es un
conjunto de organismos de la misma especie con capacidad de entrecruzarse y
“comparten una localizacion en el espacio y en el tiempo”; por consiguiente, la
totalidad de los alelos de todos los genes de los individuos que conforman a una
poblacién se conoce como reservorio génico (Curtis et al., 2006).

Los cambios en la frecuencia de los alelos de un reservorio génico de una
generacion a la siguiente, desde el punto de vista de la genética de poblaciones, da
cuenta de la evolucion de un genotipo particular para tener éxito reproductivo
(adecuacion=fitness). En general “los progenitores engendran descendientes
parecidos a si mismos, sin embargo, para que ocurra evolucion deben producirse
variaciones entre los individuos”. Uno de los propositos de la genética de
poblaciones moderna es investigar la amplitud de esta variabilidad y de cdmo estas
variaciones se mantienen en los reservorios génicos. “El analisis a nivel molecular
constituye un método mas reciente para estimar la variabilidad”. A partir de 1985
con el desarrollo de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue
posible estudiar la variabilidad a nivel del ADN y “la posterior secuenciacion de los
productos de amplificacion de la PCR han permitido poner de manifiesto un amplio

intervalo de variabilidad oculta” (Curtis et al., 2006).

La diversidad o variabilidad genética se ha definido como “la habilidad genética para
variar’, y en consecuencia es la “base del progreso genético” para que las especies
respondan a los cambios en los ambientes y a la seleccién. Esta diversidad puede

evidenciarse mediante marcadores moleculares y cuantificarse a partir de métodos
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que resumen la informacién de forma mas manejable (Aranguren-Méndez et al.,
2001; Pifiero et al.,2008; Ruiz et al., 2015; Watson et al., 2016).

Desde tiempos prehistoricos, el hombre ha seleccionado y mejorado a numerosas
especies basandose en el fenotipo. “Las mejoras genéticas eran posibles gracias a
la variabilidad génica, a la heredabilidad del caracter, a la eficiencia e intensidad de
la seleccion aplicada, y al tiempo necesario para realizar un ciclo de seleccion”. Pero
se desconocia el numero y efecto de genes implicados en la expresion de un
caracter, la localizacion de estos genes y su funcién biolégica. Esta serie de
caracteristicas se conocen como marcadores morfologicos y han sido empleados
en la taxonomia. No obstante, algunos primers pueden ser ambiguos porque las
caracteristicas morfologicas, que son su base, son influenciadas en gran medida
por el ambiente donde se desarrollan, ademas de que, por lo general sélo se pueden
identificar y medir en individuos completos o adultos, aunque no todos los caracteres
fenotipicos son ambiguos. Muchos grupos de organismos estan basados en

caracteres mas claros, precisos y estables (Claros-Diaz, 2010).

La diversidad genética es de fundamental importancia en la continuidad de una
especie, ya que proporciona la adaptacibn necesaria ante las condiciones
prevalecientes en el ambiente, tanto de tipo bidtico como abiodtico y, ademas,
permite modificar la composicidon genética para hacer frente a los cambios que se
generen en el habitat. El primer estudio necesario para la supervivencia de una
especie es el conocimiento del nivel de diversidad genética (Van Delden, 1992
citado por Ruiz, 2014; Chung y Chung, 2010).

La genética de poblaciones estudia los patrones y causas de la diversidad genética
en las poblaciones, e incluye varios “conceptos que descomponen la variacion
genética en diferentes factores” (Pifiero et al., 2008). No obstante que la diversidad
genética es considerada como sin6nimo de la heterocigosidad (Goldstein y
Schlotterer, 2001), una serie de estimados, resultado del andlisis mediante diversos
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programas genéticos permiten tener una descripcion mas detallada de dicha

diversidad.

2.5.1. Métodos de estudio para la diversidad genética

Se ha descrito una cantidad muy importante de métodos en la literatura de la
genética de poblaciones que sirven para estimar la estructura y la diversidad de las
especies. Las distintas medidas de estructura genética estan relacionadas entre si,
y se basan en analizar las diferencias en las frecuencias alélicas, de forma que las
pruebas mas sencillas solamente comparan estadisticamente estas Ultimas (Pifiero
et al., 2008).

La estructura genética de una poblacién viene determinada por su historia evolutiva
y expresa la cantidad de diversidad genética que alberga y como se reparte dentro
de la poblacién. Para estudiarla, se analizan las frecuencias de alelos, que miden la
variabilidad genética, y la frecuencia de genotipos, que expresan el modo en que la

variabilidad genética se distribuye entre los individuos (Pifiero et al., 2008).

Otros estimadores como el estadistico F y sus anélogos (Fis, Fit y Fst), sirven para
comparar la diferenciacion genética entre poblaciones de diferentes especies, con
base en la proporcion de la variacion genética dentro y entre poblaciones. Ademas,
a partir de estos estimadores, se puede definir la importancia de la deriva génica y

el flujo génico como nimero de migrantes por generacion o Nm (Pifiero et al., 2008).

Existen métodos indirectos para estimar el flujo génico entre poblaciones, cuyo
fundamento esta en el analisis de la distribucién espacial de sus alelos en las
poblaciones, “de esta manera se hacen inferencias de los niveles o patrones de flujo
génico en las poblaciones”. Uno de los métodos genéticos estimados y empleados
con este fin, es el estadistico FST (coeficiente de endogamia dentro de las
subpoblaciones en relacion al total) cuando este parametro “llega al equilibrio entre

deriva génica y migracion en el modelo de islas infinitas”. “De acuerdo con este
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modelo, Wright encontr6 que una tasa de migracion >1 en cada generacion es
suficiente para contrarrestar la diferenciacion genética debida a deriva génica”
(Pifiero et al., 2008).

Con las medidas de “distancia genética” entre pares de poblaciones, es posible
hacer comparaciones entre poblaciones, variedades o subespecies, y especies. La
mas conocida de ellas “es la distancia genética de Nei, que refleja el nUmero de
sustituciones nucleotidicas en el ADN”. Adicionalmente, las distancias genéticas
entre pares de poblaciones se pueden utilizar para “reconstruir las genealogias de
poblaciones, ya sea mediante métodos de agrupamiento como el Unweighted Pair-
Groups Method with Arithmetic Averages (UPGMA) o Neighbor-joining, o usar estas
distancias en andlisis de aislamiento por distancia, graficando las distancias
genéticas pareadas como funcion de la distancia geografica que separa a las
poblaciones, bajo el supuesto de que las diferencias genéticas se incrementan con
la distancia que las separa, con una transformacion logaritmica y usualmente

analizando la confiabilidad con una prueba de Mantel” (Pifiero et al., 2008).

2.5.1.1. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares corresponden casi a cualquier gen cuya expresion
permite un efecto cuantificable u observable (fenotipico). Estos marcadores pueden
evaluarse desde los primeros dias del desarrollo de un organismo, empleando todo
el individuo o parte de él. Existen dos tipos de marcadores moleculares: los
bioquimicos y los de ADN. Los marcadores bioquimicos incluyen a las proteinas,
las isoenzimas o aloenzimas, y se consideran la primera generacioén de marcadores
moleculares; para su identificacion se emplea la técnica de electroforesis, sin
embargo, su desventaja es que no son capaces de detectar suficiente polimorfismo
entre variedades o especies proximas, en cambio los marcadores de ADN
corresponden a la nueva generacion de marcadores moleculares y solucionaron el

problema que tienen las isoenzimas (Claros-Diaz, 2010).

Los marcadores moleculares se basan en la técnica de reaccion en cadena de

polimerasa (PCR), una técnica que permite la ampliacién de regiones especificas
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del ADN dependiendo de los cebadores (primers) usados. La reaccion se lleva a
cabo en termocicladores y en un tubo de reaccién que contiene el ADN a amplificar,
al cual se le adiciona una solucion amortiguadora, la enzima ADN polimerasa,
cloruro de magnesio y los primers y un conjunto de desoxinucleotidos (Rentaria,
2007). Existen varios tipos de marcadores de ADN como son los RFLP
(Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién), RAPD (Fragmentos
polimorficos amplificados al azar), AFLP (Polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados), SSR (Secuencia Simple Repetida 6 microsatélites),
microarrays (microarreglos), ISSR (secuencias repetidas intersimples), Secuencias
de ADN de cloroplasto, etc. (Hao et al., 2006; An et al., 2015; Knox et al., 2016).

2.5.1.2. Marcadores repeticion de secuencia Inter simples (ISSR)

Nos permiten obtener los niveles de variacion en las regiones microsatélite
abundantes en todo el genoma de la planta (An et al., 2015). Este tipo de cebadores
han demostrado ser mas informativos y productivos que la amplificacién aleatoria
de marcadores de ADN polimérfico (RAPD) y revelan niveles méas altos de
polimorfismo. Cuestan menos y son mas faciles de usar que el polimorfismo de
longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y no requieren un conocimiento previo
de las secuencias flanqueantes, como las repeticiones de secuencias simples
(cortas) (SSR) (An et al., 2015; Knox et al., 2016). La variacién alélica en los ISSRs
consiste de la presencia o ausencia de los productos amplificados (Rentaria, 2007;
Knox et al., 2016). Estos primers han sido utilizados en especies cultivadas, pero
recientemente se han utilizado en estudios de diversidad genética y estructura
poblacional de especies endémicas o silvestres (Knox et al., 2016). Ademas, el
enfoque ISSR no necesita ADN altamente purificado, técnica experimentada y gasto
significativo en comparacion con AFLP (polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado). Por lo tanto, estos cebadores se usan ampliamente para revelar la

variacion genética de las plantas (Hao et al., 2006).
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3. JUSTIFICACION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2019), las mordeduras
de serpientes son un problema de salud publica desatendido en muchos paises
tropicales y subtropicales. Cada afio se producen unas 5.4 millones de estos casos,
gue causan entre 1.8 y 2.7 millones de envenenamientos y entre 81,410 y 137,880
muertes, incluidas amputaciones y otras discapacidades permanentes. La mayoria
de los casos se presentan en Africa, Asia y Latinoamérica. En Asia se registran
anualmente hasta 2 millones de personas envenenadas por mordeduras de
serpientes, mientras que en Africa se calcula que cada afio de 435,000 a 580,000

ocurrencias que necesitan tratamiento.

En México, la Secretaria de Salud registro para el 2016 un total de 4,095 casos por
mordeduras de serpientes. Las entidades donde mas casos se registraron fueron
Veracruz, con 434 personas; Oaxaca, con 432; San Luis Potosi, con 355; Puebla,
con 307 y Guerrero, con 303 casos (Secretaria de Salud, 2016). El Grupo Mexicano
para el Estudio de la Medicina Intensiva (GMEMI), menciona que cuatro de cada
diez accidentes por mordedura de serpiente se suscitan en el @mbito laboral agricola
(Herrera-Hernandez y Cano, 2019).

Una de las especies utilizadas como contra veneno en casos de mordedura de
serpientes en nuestro pais, es A. asclepiadifolia. La importancia para su
conservacion radica en que es una planta endémica, y su distribucién se encuentra
muy restringida. Solo se localiza en 11 municipios de la zona centro del estado de
Veracruz, en los cuales presenta presiones antropogénicas que la ponen en riesgo.
Ademas, el uso medicinal del guaco (Aristolochia L.) como anticrotalico ha sido

reportado desde la época prehispanica hasta el presente (Hernandez, 1959).

La ultima recolecta que se tiene registrada hasta la fecha de acuerdo con material
depositado en el herbario XAL, fue realizada en el 2005 en el Rancho Santa Rosa,

municipio de Atoyac, por Acevedo R. y se desconoce su importancia, asi como su



presencia, abundancia y diversidad genética lo que aseguraria su sobrevivencia.
Por ello, fue prioritario que en el presente trabajo se realizara una exploracién de
los sitios donde han sido recolectadas. De acuerdo con los registros aportados por
el Herbario XAL.

Debido a que, en la busqueda bibliogréfica realizada en esta investigacion no se
detectaron estudios etnobotanicos sobre A. asclepiadifolia, en el presente trabajo
se tomaron en cuenta los usos medicinales prehispanicos y se documentaron los

actuales que le dan a la especie en cinco localidades del centro de Veracruz.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué uso medicinal se le da Aristolochia asclepiadifolia (guaco) en cinco de los 11

municipios del centro de Veracruz donde se distribuye esta especie?

¢, Cudl seria el método de extraccién ADN adecuado para A. asclepiadifolia (guaco),

el cual pueda servir como base para estudios posteriores de diversidad genética?



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Documentar el uso medicinal del guaco (Aristolochia asclepiadifolia) en la zona
centro del estado de Veracruz y estandarizar un método adecuado para las bases

para el estudio de su diversidad genética.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Registrar su uso medicinal en los sitios de estudio con enfoque etnobotanico
cualitativo y cuantitativo.

5.2.2. Estandarizar un protocolo adecuado para la especie a través de la evaluacién
de dos métodos para la extraccion de ADN y realizar un propuesta metodoldgica

para su estudio de diversidad genética



6. METODO

6.1. Seleccion de los sitios de recolectay localidades del estudio etnobotanico

Los sitos de recolecta de ejemplares de herbario, el trabajo etnobotanico y la
muestras para el analisis genético se eligieron de acuerdo con la distribucion
geografica citada por Ortega y Ortega (1997) e informacion del Herbario XAL.
Debido a que esta registrada en numerosas localidades solo se seleccionaron
aquellas donde se verific6 su presencia actual, y de acuerdo con ello se

consideraron las siguientes cinco localidades para realizar el estudio.

Monte Blanco, Municipio de Teocelo, Veracruz, situada entre las coordenadas 19°
22’ 42.5” norte (N) -96° 56’ 02.9” oeste (O), a una altitud de 980 metros sobre el
nivel del mar (msnm). El tipo de vegetacion presente es bosque mesdfilo de
montafia. (Prontuario de informacion geografica municipal de los Estados Unidos
Mexicanos, 2009).

Plan del Rio, Municipio de Emiliano Zapata, Veracruz, ubicada entre las
coordenadas 19° 24’ 05” N -96° 39’ 03” O, a una altitud de 304 msnm. El tipo de
vegetacion presente es bosque tropical caducifolio. (Prontuario de informacion

geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos, 2009).

Paso de la Milpa, Municipio de Actopan, Ver., esta situada entre las coordenadas
19° 25’ 417 N -96° 36’ 45” O, a una altitud de 217 msnm. El tipo de vegetacion
presente es bosque tropical caducifolio. (Prontuario de informacion geografica
municipal de los Estados Unidos Mexicanos, 2009).

La Ceiba, Municipio de Puente Nacional, Veracruz, se encuentra entre las
coordenadas 19° 15" 10” N -96° 34’ 43” O, a una altitud de 291 msnm. El tipo de
vegetacion presente es bosque tropical caducifolio. (Prontuario de informacion

geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos, 2009).



Acazonica, Municipio de Paso de Ovejas, Ver. se sitda entre las coordenadas 19°
14’ 02” N -96° 34’ 28” O, a una altitud de 304 msnm. El tipo de vegetacién presente
es bosque tropical caducifolio. (Prontuario de informacion geografica municipal de
los Estados Unidos Mexicanos, 2009).

E: 3 a7 = = = = = = -

+ +423

. FTIan deI+R|’o +
+ Paso de la Milpa

+ + + + a | Ceiba + 1=
= Acazoénica

. MLonte Bj[anco 5

+ + + +
Golfo de México

+

Puebla

19 + +*°
o + 118
Oaxaca
7 + + + + + + + 17
\ i
T 1 T 1 T 1 | 1
-8 a7 -9 %5 %4 <] -2 51 -90
300 0 300 600 Kilometers

Figura 3. Sitios de recolecta y localidades del estudio etnobotanico

*Elaborado en Arc view 3.5 por Herrera-Hernandez, 2019
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6.2. Investigacion etnobotanica cualitativa

6.2.1. Recolecta de ejemplares de herbario

De cada poblacion de A. asclepiadifolia y de cada uno de los cinco sitios donde esta
registrada, se recolectaron tres ejemplares de herbario con el fin de identificar la
especie y respaldar este estudio. La recolecta se llevé acabo de acuerdo con las
especificaciones para su herborizacidbn propuestas por Sanchez-Gonzalez y
Gonzalez (2007), Los ejemplares fueron depositados en los Herbario del CITRO,
del Instituto de Ecologia, A.C (XAL) y de la Facultad de Biologia (XALU).

6.2.2 Registro del uso medicinal

La etnobotanica cualitativa se realiz6 a través de entrevistas abiertas y semi-
estructuradas, y se utiliz6 como base una ficha (Anexo 1) para registrar la
informacion de los usos de la especie de estudio (Hurtado et al., 2006; Gheno-
Heredia et al., 2011; Castro-Guzman, 2014) se seleccion0 al azar a 20 personas
(sin importar el género) en cada sitio de estudio, ello sumé un total de 100
entrevistados, cuyas edades oscilan entre los 30 y 80 afios (Alexiades, 1996), Esta
ficha incluye informacion sobre el nombre local, usos medicinales, partes utilizadas,
forma de preparacién, via de administracion, dosis y tratamiento, asi como otras
observaciones. En esta etapa se obtuvo informacion cualitativa y descriptiva de las

especies y sus usos medicinales.

6.3. Investigacion etnobotanica cuantitativa
Para la investigacion etnobotanica cuantitativa se determinaron dos indices: el nivel

de uso significativo (UST) (TRAMIL, 1995) y el nivel de Fidelidad (FL) segun
Friedman et al., (1986) que incluye al Rango de prioridad (ROP):
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6.3.1. indice de nivel de uso significativo (UST)

Para calcular el valor de UST para cada afeccion y verificar su aceptacion cultural,
se utilizd la metodologia que expresa que los usos medicinales citados con una
frecuencia superior o igual al 20%, por las personas encuestadas, pueden
considerarse significativos desde el punto de vista de su aceptacion cultural y, por
lo tanto, merecen su evaluacion y validacion cientifica (Bermudez et al., 2018). El
UST se calculé dividiendo el nimero de citaciones de uso para cada afeccion, entre

el nimero de informantes encuestados, a través de la siguiente ecuacion:

UST = UE*100/Nis

Dénde: UE = numero de citaciones para cada afeccion y Nis = numero de

informantes encuestados.

6.3.2. indice de Friedman y colaboradores (1986)

FL = Ip/lu * 100% y ROP = FL *RLP

Se calculan los valores de uso de las especies derivados del calculo del nivel de
fidelidad (FL) que es la razén del nimero de informantes, quienes reportaron el
mismo uso medicinal para una especie dada (Ip) y el numero total de informantes
entrevistados que mencionaron la planta para algun uso (lu), se considera también
el nivel de popularidad relativa (RPL) es un numero entre cero y uno el cual se
obtiene a partir de la divisiébn del niamero total de informantes que mencionaron el
uso medicinal de la planta para un mismo padecimiento, entre el total de informantes
encuestados(Hurtado et al., 2006; Gheno-Heredia et al., 2011; Castro-Guzman,
2014).

Una vez terminada la parte etnobotanica se procedié con los experimentos de la

estandarizacion del protocolo de Extraccion de ADN.
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6.4 Métodos de extraccion de ADN

6.4.1. Recolecta de muestras

Se tomaron tres hojas jovenes de cada individuo, se limpiaron con solucion
jabonosa al 5%, se enjuagaron con agua destilada y se limpiaron con un pafio
humedecido con alcohol 70%, seguido de agua destilada por ultimo se retiro el
exceso de humedad con papel. Las hojas se cortaron en cuartitos de 1cm? y se
guardaron con gel de silice en bolsas herméticamente cerradas hasta su uso estudio

en el laboratorio (Galvan-Hernandez et al., 2015).

6.4.2. Extraccion ADN

Para este proceso, se utilizaron 20 ejemplares de A. asclepiadifolia por cada sitio
de estudio, en total fueron 100 muestras para para ser trabajadas en el laboratorio;
a todas se les aisl6 el ADN gendmico, utilizando dos métodos diferentes de

extraccion.

6.4.2.1. Método Qiagen

Se utilizé y aplicé el protocolo con algunas modificaciones del kit de extraccion de
ADN de plantas. Se pesaron de 25 a 45 mg de muestra sin nervaduras (Figueira et
al., 1992 y 1994) y se pulverizaron un mortero de porcelana. El material molido se
colocé en un tubo, se le agregaron 400 ul de buffer AP1 y cuatro pl de RNasa, se
agitdé y mezcld, posteriormente la muestra se incubd por 90 minutos a 65°C.
Después del periodo de incubacion al tubo se agregaron 130 ul de Buffer AP2, se
enfrid durante cinco minutos en hielo picado y después se centrifug6 durante cinco

minutos a 14000 rpm. El sobrenadante se conservo y el precipitado se desecho.

El sobrenadante fue transferido a un tubo QIAshredder (purpura con filtro), se
centrifug6 por dos minutos a 14000 rpm, posteriormente se desecharon los sélidos

retenidos en el filtro y se conservé el liquido filtrado. A este Ultimo se le agregaron
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675 ul de Buffer AP3E y fue transferido a una columna DNeasy (blanca con filtro) y
centrifugado durante un minuto a 7800 rpm, la solucién recolectada se desecho, y
se repitié este paso con el material retenido en el filtro. Se adicionaron 500 ul de
Buffer AW a la columna DNeasy y se centrifugd por un minuto a 7800 rpm. Se
desechd la solucion conservando los solidos retenidos en el filtro, nuevamente se
agregaron 500 pl de Buffer AW a la columna DNeasy, se centrifugd durante dos
minutos a 14000 rpm, se descartd la solucion recolectada y se conservo el material
sélido del filtro (Hernandez, 2010; Castro-Guzman et al., 2015; Herrera-Hernandez,
2017).

Se coloco la columna DNeasy con el filtro (y el material sélido) sobre un tubo
recolector, se agregaron 80 ul de agua bidestilada y se incub6 a cinco minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd un minuto a 7800 rpm, se desecho el filtro y se
conservo el tubo con el liquido que contiene el ADN concentrado, esta solucion
concentrada de ADN se guardd a 4°C (Hernandez, 2010; Castro-Guzman et al.,
2015; Herrera-Hernandez, 2017).

6.4.2.2. Método Bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB)

La muestra fue macerada y re-suspendida en buffer CTAB 1500 pl (tris-HCI 20 mM
pH 8,25; EDTA 25 mM; NaCl 25 mM; PVP 1%; SDS 1 %). La suspension se incubd
con cuatro pl de Beta mercaptoetanol durante dos horas a 65 °C. posteriormente se
dej6é enfriar en bafios de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente se le
adicionan 500 ul de cloroformo-isoamilico (24:1) se agita y se centrifuga a 6 000
rpm por 8 min. Se obtiene 1 ml del sobrenadante, se transfiere a un tuvo limpio y se
agrega 1ml de cloroformo-isomilico (24:1) se centrifuga nuevamente a 6000 rpm
durante 8 min. Se transfieren 900 ul del sobrenadante a un tubo limpio, adicionando
el 70 % de alcohol isopropilico se deja incubar durante 1 hora a -20 °C. se centrifuga
a 12000 rpm durante 11 min, se decanta el sobrenadante y posteriormente se hacen
dos lavados con etanol absoluto (99%), centrifugando a 12000 rpm durante 11 min
decantando el sobrenadante y conservando el pelt. Por Gltimo, se evaporan restos

de alcohol en estufa a 55 °C, una vez eliminados los rastros de etanol se adicionan
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50 pl de agua bidestilada estéril y se guarda la muestra a -20 °C (Galvan-Hernandez
et al., 2015).

La concentracion de ADN extraido por los diferentes meétodos se estimo
espectrofotométricamente mediante su absorbancia a 260 nm (Galvan-Hernandez,
2015). La pureza de la muestra se examin6 mediante la relacion de las absorbancias
a 260 nm y 280 nm y por electroforesis en gel de agarosa (0,8 % en tampon TBE
(tris-borato 0,045 M; EDTA 0,001 M) que contenia bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y
utilizando un transiluminador UV (Hernandez, 2010; Castro-Guzman et al., 2015;

Galvan-Hernandez et al., 2015; Herrera-Hernandez, 2017).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Usos medicinales del guaco en las zonas de estudio

7.1.1. Monte Blanco, Mpio. Teocelo, Veracruz

De las personas entrevistadas 17 reconocieron la planta con nombre local, uso
medicinal, su forma de preparacion dosis y tratamiento empleados; tres de los
entrevistados no la reconocieron, aunque si sabian que crecia en las Barrancas de
Monte Blanco (Tabla 3).

Tabla 3. Uso medicinal del guaco (A. asclepiadifolia) en Monte Blanco

Problemas | Partes Forma de preparacion Dosis y Observaciones
de salud usadas tratamiento
Mordedura | Tallo Cinco trozos de | Después de la | Después de tomar el
de aproximadamente 2.5 cm del | mordedura, “vino” se debe acudir
serpiente tallo maduro, una semilla seca | tomarse un | al  hospital mas
de crucetillo (Randia | trago del “vino”, | cercano.
monantha Benth) y un trozo | aprox. unos 60 | Esto no es un
de 3 a 5 cm de contraveneno, | mililitros. antidoto, pero ayuda
en este caso se usa a retardar el efecto
contrayerba (Dorstenia del veneno, no se
contrajerva L.). Se coloca todo recomienda usar
en un litro de aguardiente “del mucho, pues dafa
mas fuerte” los rifiones
Cansancio | Tallo se cortan cinco trozos de tallo | Una cucharada | No se recomienda
maduro aprox. 2.5cm y se | sopera (aprox. | tomar todos los dias.
colocan en un litro de |5 ml) cada
aguardiente semana
Dolor de Una cucharada | Cada vez que haya
estomago sopera dolor
Prevencion | Hojas Se hierven cinco hojas en un | Se toma como
de cancer litro de agua agua de tiempo
un vaso (
aprox. 250 ml) |
diario

El analisis de las entrevistas realizadas en Monte Blanco, demostré que del 100%
de los entrevistados, el 70% reconocié al guaco (A. asclepiadifolia) como una
especie medicinal, el 15% no lo conoce y el 15% si lo reconoce, pero ignora los usos

medicinales (Figura 4. grafico a).



Del 70%, el 36% mencion6 que lo utilizan contra mordedura de serpiente, el 28%
para los dolores estomacales, el 28% para el cansancio y el 8% que previene el
cancer (Figura 4. grafico b); del 70% de los entrevistados que conocen la utilidad
medicinal del guaco, el 100% utiliza el tallo y solo 8% las hojas (aqui da una suma
de 108% porque un inférmate utiliza las hojas para aliviar una afeccion y el tallo para
otra); el 64% hered6 este saber de sus abuelos, el 34% aprendi6 de sus
amigos/vecinos y el ningun informante aprendi6 esto de sus papas (Figura 4. grafico
c); el 36% afirma que transmite este conocimiento a sus hijos, 22% a sus vecinos y

el 42% no lo comunica con nadie (Figura 4. grafico d).

15% 0
28
T0o % 15% % MR 36 " 36
% % % %
) 8% 64
= No reconocieron a los 28 %
0,
guacos = Mordeduré) de serpiente 22%
- Recon_ou_ero_n aA. = Dolor estomacal = Abuelos = Hijos
asclepiadifolia Brandegee
. . Cancer = \Vecinos/amigos = VVecinos/amigos
Sabian uso medicinal
= cansancio Papas No lo transmite
a) b) c) d)

Figura 4 Analisis de entrevistas Monte Blanco. a) conocimiento acerca de A.
asclepiadifolia Brandegee; b) afecciones tratadas; c) origen del conocimiento; d)

transmisioén del conocimiento.

7.1.2. Plan del Rio, Mpio. Emiliano Zapata, Veracruz

De las personas entrevistadas 12 reconocieron su nombre, uso medicinal, forma de
preparacion, dosis y tratamiento empleados; seis si la conocian, pero ignoraban su
uso medicinal y dos no la conocian. Se menciond que su escasez se debe a que es

considerada como maleza (Tabla 4).
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Tabla 4. Uso medicinal del guaco (A. asclepiadifolia) en Plan del Rio

Problemas | Partes Forma de preparacioén Dosis y Observaciones
de salud usadas tratamiento
Mordedura | Tallo Cinco trozos de aprox. 5 cm | Después de la | Después de tomar el
de del tallo maduro, cinco | mordedura, “vino” se debe
serpiente semillas secas de crucetillo | tomar unos 100 | acudir al hospital
(Randia monantha Benth). | mililitros del | mas cercano.
Se colocan los ingredientes | “vino” solo una | Esto no es un
en un litro de aguardiente. aplicacién antidoto, pero

ayuda a retardar el
efecto del veneno.

Cansancio Cinco trozos de 6 cm | Tomar 50 ml| Después de Ia
aproximadamente de tallo | tomar una vez, | jornada laboral se
maduro, se colocan en cinco | no se | toma un poco para
litros de aguardiente. recomienda relajarse.

hacerlo todos los | Cabe aclarar que
dias también lo utilizan

como saborizante
para el aguardiente.

Diarrea Una cucharada, | No se recomienda
Dolor solo una | tomar seguido
estomacal aplicacion

El andlisis de las entrevistas realizadas en Plan del Rio, demostré que del 100% de
los entrevistados, el 60% reconocié al guaco (A. asclepiadifolia) como una especie
medicinal, el 10% no lo conoce y el 30% si lo reconoce, pero ignora los usos

medicinales (Figura 5. grafico a)

Del 60%, el 50% menciond que lo utilizan contra mordedura de serpiente, el 41%
para los dolores estomacales, el 41% para el cansancio, el 9% para dolores
musculares y el 16% como antidiarreico (la suma de los porcentajes supera el 100%
debido a que los entrevistados mencionaron mas de una afeccion tratable con
guaco) (Figura 5. grafico b); del 60% de los entrevistados que conocen la utilidad
medicinal del guaco, el 100% utiliza el tallo; el 33% hered6 este saber de sus
abuelos, el 42% aprendié de sus amigos y vecinos y el 25% de sus papas (Figura
5. grafico c); el 8% afirma que transmite este conocimiento a sus hijos, 34% a sus

vecinos/amigos y el 58% no lo comunica con nadie (Figura 5. grafico d).
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Figura 5. Analisis de entrevistas Plan del Rio. a) conocimiento acerca de A.

asclepiadifolia Brandegee; b) afecciones tratadas; c) origen del conocimiento; d)

transmision del conocimiento.

7.1.3. Acazdnica, Mpio. de Paso de Ovejas, Veracruz

De los pobladores entrevistados, diez reconocieron el guaco, el uso, la forma de

preparacién y empleo, y mencionaron que crece cerca de los rios y barrancas, el

resto de los entrevistados no reconocio la planta. (Tabla 5).

Tabla 5. Uso medicinal del guaco (A. asclepiadifolia) en Acazénica

Problemas | Partes Forma de preparacioén Dosisy Observaciones
de salud usadas tratamiento
Mordedura Tallo Cinco trozos de 10 cm | Después de la | Después de tomar el
de aprox. de tallo maduro, tres | mordedura, preparado se debe
serpiente semillas secas de crucetillo | tomarse un | acudir al hospital
(Randia monantha Beth). | “buche” del | mas cercano.
Se coloca todo en un litro | preparado aprox. | Esto no es un
de aguardiente “del mas | unos 100 mililitros | antidoto, pero ayuda
fuerte” Solo una | a retrasar el efecto
aplicacion del veneno.
Diarrea Cinco trozos de aprox. 10 | Una copita de
cm de tallo colocados en | aprox. diez ml
un litro de aguardiente Una sola toma
Dolor Una cucharada
estomacal Solo tomar en caso
de dolor

El analisis de las entrevistas realizadas en Acazénica, demostré que del 100% de

los entrevistados, el 50% reconocio al guaco (A. asclepiadifolia) como una especie

medicinal y el 50% no lo conoce (Figura 6. grafico a).
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Del 50%, el 60% mencion6 que lo utilizan contra mordedura de serpiente, el 40%

para los dolores estomacales y el 20% como antidiarreico (Figura 6. grafico b); del

70% de los entrevistados que conocen la utilidad medicinal del guaco, el 100%

utiliza el tallo; el 60% heredo este saber de sus abuelos, el 40% aprendio de sus

amigos/vecinos y ninguno aprendi6 de sus papas (Figura 6. grafico c); el 40% afirma

gue transmite este conocimiento a sus hijos y el 60% no lo comunica con nadie

(Figura 6. grafico d).
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Figura 6. Andlisis de entrevistas AcazoOnica. a) conocimiento acerca de A.

asclepiadifolia Brandegee; b) afecciones tratadas; c) origen del conocimiento; d)

transmision del conocimiento.

7.1.4. Paso de la Milpa, Mpio. Actopan, Veracruz

De las personas entrevistadas diez reconocieron su uso para el tratamiento de

diversas enfermedades, tres si la conocian, pero ignoraban su uso y siete no la

reconocieron (Tabla 6).

Tabla 6. Uso medicinal del guaco (A. asclepiadifolia) en Paso de la Milpa

crucetillo (Randia
monantha Benth). Se
coloca todo en un litro

Problemas | Partes Preparacion Dosis y Observaciones

de salud usadas tratamiento

Mordedura | Tallo Un trozo de aprox. 5 | Después de la | No se considera como
de cm de tallo maduro, | mordedura, antidoto, pero ayuda a

serpiente seis semillas secas de | tomarse un trago | retardar el efecto del

de aprox. unos
mililitros 100 ml y
trasladarse al

veneno, tampoco se
recomienda su empleo en
grandes dosis porque
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de aguardiente “del | hospital mas | causa dafios al
mas fuerte” cercano. organismo

Dolor Tallo 20 trocitos de aprox. | Tomar de una a | Solo debe tomarse dos o
25 cm de un tallo | dos cucharadas. tres veces por mes
maduro, cinco porque puede causar
semillas  secas de dafios al organismo.
crucetillo (Randia
monantha Benth). Se
coloca todo en un litro
de aguardiente.

Vesicula Hojas Se hierven seis hojas | Tomar diez | Tomar tres veces al dia,
en un litro de agua mililitros cada tercer dia.

El andlisis de las entrevistas realizadas en Paso de la Milpa, demostré que del 100%

de los entrevistados, el 50% reconocidé al guaco (A. asclepiadifolia) como una

especie medicinal, el 35% no lo conoce y el 15 % lo reconocid, pero no sabe acerca

de su uso medicinal (Figura 7. grafico a).

Del 50%, el 50% mencion6 que lo utilizan contra mordedura de serpiente, el 50%

para los dolores musculares y el 10% para la vesicula (Figura 7. grafico b); del 50%

de los entrevistados que conocen la utilidad medicinal del guaco, el 70% utiliza el

tallo y el 30% utiliza las hojas; el 20% heredd este saber de sus abuelos, el 60%

aprendié de sus amigos/vecinos y el 20 de sus papas (Figura 7. grafico c); el 30%

afirma que transmite este conocimiento a sus hijos, el 20% con vecinos/amigos y el

50% no lo comunica con nadie (Figura 7. grafico d).
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a) b) c) d)
Figura 7. Analisis de entrevistas Paso de la Milpa. a) conocimiento acerca de A.
asclepiadifolia Brandegee; b) afecciones tratadas; c) origen del conocimiento; d)

transmision del conocimiento.

7.1.5. La Ceiba, Mpio. Puente Nacional, Veracruz.

De las personas entrevistadas en la localidad La Ceiba, Mpio de Puente Nacional,
Ver., nueve no reconocieron la planta, los otros 11 la reconocieron, pero dos no
sabian el nombre ni para que se utiliza, los nueve restantes mencionaron que si la

utilizaban para tratar diversos problemas de salud (Tabla 7).

Tabla 7. Uso medicinal del guaco (A. asclepiadifolia) en La Ceiba

Problemas | Partes Preparacion Dosificacion Tratamiento
de salud usadas
Mordeduras | Tallo Un trozo de 10 cm aprox. de | Después de la | Después de tomar el
de tallo maduro, cinco semillas | mordedura, preparado se debe
serpientes secas de crucetillo (Randia | tomarse un | acudir al hospital méas
monantha Benth). Se coloca buen trago | cercano. .
tod lit d (aprox. 80 ml). | Se recomienda en
odo _en un - liro €| Una solo | baja dosis por causar
aguardiente. Esta | aplicacion dafios al organismo,
preparacion se hace el primer solo funciona para
viernes de marzo, debido a llegar con un médico
que los pobladores creen que o al hospital cercano
Dolor es un dia especial para que el gomar de una a
: . 0s
fermentado brinde mejores
itad la h q cucharadas, en
resultados a la hora de su | ..o de dolor
empleo.
Dolor
estomacal

El analisis de las entrevistas realizadas en La Ceiba, demostré que del 100% de los
entrevistados, el 45% reconocié al guaco (A. asclepiadifolia) como una especie
medicinal, el 45% no lo conoce y el 15% lo reconoce, pero desconoce su utilidad

medicinal (Figura 8. grafico a).
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Del 45%, el 11% mencion6 que lo utilizan contra mordedura de serpiente, el 44%
para los dolores estomacales y el 56% para tratar dolores musculares (Figura 8.
grafico b); del 45% de los entrevistados que conocen la utilidad medicinal del guaco,
el 100% utiliza el tallo y 11% las hojas; el 44% heredo este saber de sus abuelos, el
44% aprendi6 de sus amigos/vecinos y el 11% de sus papas (Figura 8. grafico c); el
44% afirma que transmite este conocimiento a sus hijos, el 23% amigos/vecinos y

el 33% no lo comunica con nadie (Figura 8. grafico d).

11% 12%
45% ‘ 45% ' lS%
A 44 33%
10% 70% 56% % ’
44
= No reconocieron a los % 23%
guacos
. = Mordedura de serpiente = Abuelos = Hijos
= Reconocieron a A.
asclepiadifolia Brandegee = Dolor muscular = Vecinos/amigos = \ecinos/amigos
Sabian uso medicinal Dolor estomacal Papas No lo transmite
a) b) c) d)

Figura 8. Anadlisis de entrevistas La ceiba. a) conocimiento acerca de A.
asclepiadifolia Brandegee; b) afecciones tratadas; c) origen del conocimiento; d)

transmision del conocimiento.

7.2. Analisis general sobre el saber uso medicinal del guaco

El analisis general de todas las localidades entrevistadas demostré que del 100%
de los entrevistados, el 55% reconocio al guaco (Aristolochia asclepiadifolia) como
una especie medicinal, el 31% no lo conoce y el 14% si lo reconoce, pero ignora los

usos medicinales (Figura 9 grafico a).
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Figura 9. Conocimiento de la poblacion sobre el uso medicinal de A.

asclepiadifolia. a) General. b) Comparacion entre en las cinco localidades

En la figura 9 (grafico b) se muestra la comparacién del conocimiento en tres
categorias, la primera se enfoca en el porcentaje de entrevistados que desconocen
al guaco, la segunda si reconoce A. asclepiadifolia, aunque desconozcan su uso
medicinal y la ultima categoria muestra el promedio porcentual de los participantes

gue la reconocieron y mencionaron la utilidad medicinal.

Comparando las localidades en la primera categoria podemos apreciar que
Acazébnica es la localidad con el mayor porcentaje (50%) de personas entrevistadas
gue desconocen al guaco, seguida La Ceiba (45%) y Paso de la Milpa (35%), estos
tres sitios en comparacion con Plan del Rio (10%) y Monte Blanco (15%) poseen un

menor conocimiento acerca de la especie (Figura 9 grafico b).

La segunda categoria muestra el porcentaje de entrevistados que conocen al guaco,

pero desconocen su utilidad medicinal, esta categoria nos ayuda a inferir que el
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conocimiento sobre el uso medicinal aun no se ha perdido del todo, demuestra que
cierto porcentaje de personas ha convivido con esta planta, pero no recurren a ella

para aliviar sus enfermedades (Figura 9 grafico b).

La dltima categoria nos ayuda a comprender que los sitios de estudio todavia
utilizan al guaco como planta medicina y al mismo tiempo nos muestra que en las
localidades de Monte Blanco (70%) y Plan del Rio (60%) hay mas personas que
saben de su utilidad, por otro lado, en Acazoénica (50%), Paso de la Milpa (50%) y
La Ceiba (45%) presentaron un indice bastante similar, esto no quiere decir que en
estas localidades se esté perdiendo el conocimiento, pero demuestra que en Monte
Blanco y en Plan del Rio poseen mayor conocimiento de la utilidad medicinal de

esta especie (Figura 9 grafico b).
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Figura 10. Afecciones tratadas por poblacion con A. asclepiadifolia.

a) Generales. b) Comparacion entre las cinco localidades
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Del 55%, el 42% mencion6 que lo utilizan contra mordedura de serpiente, el 31%
para los dolores estomacales, el 16% para el cansancio, el 9% para dolores
musculares, el 7% como antidiarréico, el 2% que previene el cancer y el 2% para la

vesicula (Figura 10 grafico a).

En la figura 10 (grafico b) se muestra la comparacion las afecciones tratadas con
guaco para las cinco localidades, en la grafica se puede observar que afeccién
presente en todos los sitios de estudio es la mordedura de serpiente muy de cerca

el dolor estomacal, afeccion que es trata en cuatro de las cinco localidades.

Esto nos indica la importancia que tiene atender las mordeduras de serpientes con
el uso de plantas medicinales locales, en sitios que no para estas localidades, asi
como en muchos lugares de Centro América y Sudameérica. A nivel mundial se han
realizado estudios de plantas que contrarrestan el efecto anticrotélico. Vazquez
(2012) determind la accion antiofidica de 11 especies vegetales que no habian sido
reportadas como anticrotalicas (Dieffenbachia parlatorei Linden & André,
Philodendron heleniae Croat, Aristolochia cordiflora Mutis ex Kunth, entre otras).
Veloza (2016) hace un estudio etnogréafico para documentar la percepcién social a
cerca de los accidentes ofidicos ademéas de estudiar e indagar acerca de las
técnicas y efectividad del tratamiento contra este padecimiento. Nufiez y
colaboradores (2004) probaron extractos generados a partir de plantas recolectadas
en Antioquia que poseen actividad anticrotalica y se demostré su efectividad (la
letalidad, el control de la inflamacion el control de la mionecrosis, etc.).
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Figura 11. Origen del conocimiento sobre la utilidad del guaco. a) General.

b) Comparacion entre las cinco localidades

Del 55% de los entrevistados que conocen la utilidad medicinal del guaco, el 100%
utiliza el tallo y solo 9% las hojas (la suma de los porcentajes supera el 100 % debido
a que algunos entrevistados conocian mas de una afeccion tratable con diferente
parte de la planta); el 45% hered6 este saber de sus abuelos, el 44% aprendio de

sus amigos y vecinos y el 11% de sus papas (Figura 6).

En la figura 11 (grafico b) se muestra la comparacién de tres categorias para las
cinco localidades estudiadas, la primera categoria se refiere a que el conocimiento
adquirido por parte de los entrevistados vine por parte de sus abuelos, las segunda
por parte de vecinos/amigos y la tercera categoria se refiere al conocimiento
otorgado por sus papas. De acuerdo con el resultado de las entrevistas la
transmision del conocimiento sobre el uso medicinal del guaco en los sitios de
estudio fue a través de los abuelos, aunque en este estudio las entrevistas fueron

al azar sin importar edad y genero gracias a la primera y segunda categoria
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podemos inferir que los informantes de edad avanzada son poseedores del
conocimiento sobre el uso de las plantas coincidiendo con Yates y Ramirez-Sosa
(2004).

70%

31%
60%

50%
49%

20% ' 400

30%
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No lo transmite I

0%
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= Monte Blanco ®Plan del Rio ® Acazénica ®Paso de la Milpa mLa Ceiba

a) b)
Figura 12. Transmisién de conocimientos sobre el uso medicinal del guaco.

a) General. b) Comparacion entre las cinco localidades

El 31% afirma que transmite este conocimiento a sus hijos, 20% a sus vecinos y el

49% no lo comunica con nadie (Figura 12 grafico a).

En la figura 12 (grafico b) se muestra la comparacion acerca de la transmision del
conocimiento en la primera categoria muestra el porcentaje de las localidades que
no transmiten el conocimiento, la segunda describe que el conocimiento esta siendo
transferido a los hijos y la dltima que se lo transmiten a vecinos/amigos. Como se
muestra en la Figura 12 (grafico b) cuatro de las cinco localidades muestran niveles
porcentuales elevados para la categoria uno, coincidiendo con Levy y Aguirre (1999)
y Huerta (2002) es preocupante confirmar que el conocimiento no se esta

transmitiendo a las nuevas generaciones y corre el riesgo de perderse como
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consecuencia del reemplazo de las plantas medicinales por los farmacos sintéticos,

la erosion cultural y la occidentalizacion de los grupos étnicos.

A continuacion, se muestra en la tabla 8 donde se recopilan todos los usos

medicinales del guaco, asi como tratamientos, dosificaciones y modo de

preparacion.

Tabla 8. Afecciones tratadas con el guaco y forma de uso

Problemas Partes
de salud usadas
Mordedura | Tallo
de

serpiente

Cansancio Tallo
Dolor de

estbmago
Prevencién | Hojas
de cancer

Vesicula Hojas

Preparacion

Se cortan cinco trozos de bejuco
maduro, de aprox. 2.5cm, una
semilla de crucetillo (fruto seco
Randia monantha Benth) y un
fragmento de aproximadamente
tres a cinco cm de camote de
contrayerba (Dorstenia contrajerva
L.), que funciona como
contraveneno y se coloca en un
litro de aguardiente “del mas

fuerte”.

se cortan cinco trozos de bejuco
maduro aprox. 2.5 cmy se colocan

en un litro de aguardiente

Se hierven cinco hojas en un litro

de agua

Se hierven seis hojas en un litro de

agua

Dosificacion y

tratamiento

Después de
ocurrida la
mordedura,
tomarse un trago
del “vino” aprox.

unos 60 mililitros

Dosis Unica

20 ml aprox.

Una cucharada
(5 ml aprox.) en

caso de dolor

Se toma como
agua de tiempo

un vaso diario

Tomar diez

mililitros

Tres veces al
dia, cada tercer

dia

Observaciones

Se debe acudir de
inmediato al hospital.

Esto no es un
antidoto, pero ayuda
a retrasar el efecto
del veneno, no se
recomienda usar
mucho, pues dafia los

rifiones

No se recomienda

tomar todos los dias.
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Dolor Tallo se cortan 50 cm de bejuco en Tomar de una a tomar de mas es malo
trozos de aprox. 2.5cm, cinco dos cucharadas

semillas de crucetillo (fruto seco

Randia monantha Benth) y se Tomar dos o tres

. . veces por mes.
colocan en un litro de aguardiente P

Diarrea Tallo se cortan cinco trozos de bejuco Una copita de

maduro aprox. seis cmy se aprox. diez ml.

colocan en cinco litros de

. Dosis Unica
aguardiente

Con referencia a la preparacion del antidoto a partir del guaco, en México hay
diferentes formas de hacerlo, por ejemplo, los curanderos de Aguascalientes lo
utilizan como extracto alcohdlico (Garcia-Regalado, 1995), por el contrario, los
curanderos amuzgos de Guerrero maceran y hierven partes de la planta para

prepararlo (Robinson y Lopez, 1999).

La forma de administracion del antidoto en los sitios muestreados es por via oral,
ya que ésta es una de las formas mas comunes de suministrar gran parte de los
remedios herbolarios (Garcia-Regalado, 1995; Garrido, 1997; Robinson y Lopez,
1999; Lans et al., 2001). La misma forma de aplicacién es para todas las demas

afecciones registradas.

Un problema observado en los sitios muestreados es la escasa presencia de la
especie estudiada, motivada por presiones antropogénicas derivadas del
crecimiento demografico y la apertura de areas agricolas, acciones que han
provocado que poco a poco vaya desapareciendo la vegetacién original y en
consecuencia el habitat donde crece el guaco. Ello también ha contribuido a que el
conocimiento sobre la flora local util de esos sitios también se vea afectado, aunado
a que actualmente como ya ha sido previamente mencionado, tampoco se van
trasmitiendo esos saberes de generacidén en generacion. De aqui que sea necesario
plantear estrategias para evitar o atenuar la pérdida de diversidad biologica y

cultural, como podrian ser el establecimiento de jardines botanicos o
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exclusivamente de plantas medicinales, la creacion de areas protegidas o de
corredores biologicos. Lo anterior posibilitara la circulacién de las especies entre
estas zonas y de esta manera atenuar la pérdida de la biodiversidad (Akcakaya et
al., 1999; Vandermeer y Perfecto, 2007).

7.4. Estudio etnobotanico cuantitativo
Para este trabajo se determinaron dos indices: el nivel de uso significativo (UST)
(TRAMIL, 1995) y el nivel de Fidelidad (FL) segun Friedman et al., (1986) que

incluye al Rango de prioridad (ROP) (Tabla 9).

Tabla 9. indices cuantitativos

Afeccion Nivel de uso Nivel de Nivel de Rango de
significativo fidelidad (FL) popularidad |prioridad (ROP)
(UST) Relativa(RLP)
Dolor muscular 5 18.18 0.18 3.27
Mordedura de 23 41.81 0.41 17.14
serpiente

Dolor estomacal 17 30.90 0.30 9.27
Céancer 1 1.81 0.01 0.01
Cansancio 9 16.36 0.16 2.61
Diarrea 4 7.27 0.07 0.50
Vesicula 1 1.81 0.01 0.01

Se registraron siete afecciones tratadas con A. asclepiadifolia Brandegee, en
relacion al Nivel de uso significativo, la mordedura de serpiente es la afeccion mayor
tratada con un 23 % coincidiendo con Toscano (2006), Zambrano et al., (2015)
Bermudez y colaboradores (2018) ya que en sus trabajos presentas hiveles que van

de 20% en adelante, esto indica una aceptacion cultural por parte de los pobladores.

De acuerdo a los resultados de las entrevistas aplicadas a las cinco localidades se
obtuvo el nivel de Fidelidad en un rango de 1 a 41. La afeccién mordedura de
serpiente tuvo el FL mas alto (41.81), le sigue el dolor estomacal con FL de 30.90,

después dolor muscular con 18.18.
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Con base en los resultados de las encuestas se obtuvieron indices de fidelidad y
nivel de popularidad bajos, en comparacion con otros estudios como el Gheno-
Heredia y colaboradores (2011) y Hurtado et al., (2006) donde el valor mas alto de
FL es igual a 100; en el caso de esta investigacion el FL mas alto fue de 30. Esto
se debe a que en el estudio de Ixhuatlancillo, Veracruz se trabaj6é con parteras y
médicos tradicionales y en Copandaro de Galena, Michoacén, los informantes
fueron solo personas recomendadas por tener un fuerte conocimiento en el uso de
plantas medicinales, a diferencia del presente estudio en el que se encuestd a un

total de 100 personas de cinco localidades y fueron elegidos al azar.

Posteriormente a los analisis etnobotanicos se hicieron varias pruebas de dos
métodos de extraccion tratando de obtener un protocolo estandarizado para la

especie.

7.5 Extraccion ADN

Se evaluaron dos métodos para la extracciéon de ADN en Aristolochia asclepiadifolia,
con el fin de obtenerlo con pureza éptima y de buena calidad y cantidad para ser
utilizado en trabajos posteriores. El producto comercial DNeasy Plant Mini Kit se
comparé con un método de CTAB. En la tabla 2 se observan los diferentes
protocolos con sus respectivas modificaciones y resultados, en el anexo 2 se
pueden apreciar los geles de agarosa, mostrando la integridad de ADN de los

respectivos protocolos.

Tabla 10. Comparacion de protocolos de extraccion ADN

Clave Método de Tiempo Material Nitrégeno | Concentracion | Pureza
extraccién (Hrs) vegetal (ng/ul)
(mg)
A DNeasy 3 40 Si 0 0.97
B DNeasy 3 40 No 0 0.80
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C CTAB 2% sin PVP, 5 40 Si 3 0.50
SDS, éacido
ascorbico
D CTAB 2% con PVP 5 100 Si 2 0.99
/ sin SDS, é&cido
ascorbico
F CTAB 3% sin PVP, 5 100 Si 0 1.03
SDS, 4cido
ascorbico
G CTAB 3% con PVP 5 100 Si 4 1.04
/ sin SDS, é&cido
ascorbico
H CTAB 2% con PVP 19 100 No 7 25
4cido ascorbico
I CTAB 2% con 19 100 No 3 1.01
PVP, SDS y acido
ascorbico
J CTAB 2% con PVP 5 100 No 57 14
y SDS sin &cido

ascorbico

Como se puede observan en la tabla 9 que el método del CTAB J fue el més
adecuado para la extracciébn de ADN, en el anexo 2 se muestran los geles de
agarosa que comprueban los ensayos realizados para los métodos descritos, dando
como resultado una cantidad y pureza Optimas para una reaccién en cadena de

polimerasa (PCR).

Hoy en dia con los avances en las técnicas de biologia molecular se ha visto la
necesidad de crear métodos de extraccion de ADN mas simples, eficientes y
baratos, sin embargo, variaciones en la eficiencia de la lisis y la pureza del ADN
pueden afectar los resultados de técnicas moleculares como la PCR. Todas las
técnicas para amplificacion de ADN necesitan un método de extraccion de ADN
gendmico lo mas estandarizado posible con el que se obtenga un ADN puro, no
degradado, libre de ARN, de buena cantidad y calidad (Galvan-Hernandez, 2015)
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El método del CTAB que se propone aqui para ser aplicado en estudio genéticos
ofrece ventajas sobre el método de Qiagen, probado para Theobroma cacao L. y
Jatropha curcas L. plantas cuya extraccion de ADN de buena cantidad y calidad es
dificil de obtener (Hernandez 2010; Castro-Guzman et al., 2015;). La principal
desventaja del CTAB es la cantidad de pasos que lleva para el proceso, lo que
implica mayor manipulacion y e inversion de muchas horas de trabajo, lo que resulta
tedioso cuando se analiza un gran nimero de muestras. La mayoria de los autores
recomendarian la utilizaciéon de nitrégeno como sucede en todos los métodos de
extraccién que se podrian mencionar aplicar, incluso para otras especies de otros
reinos, pero en este trabajo se realizaron pruebas sin emplear. nitrdgeno dando
como resultado que la extraccién se puede hacer sin el gasto extra del nitrégeno; al
mismo tiempo se concluye que el método del CTAB sin la utilizacion de nitrégeno

es mejor para Aristolochia que el método Qiagen.

La diversidad genética es una herramienta que nos ayuda a conocer, describir y
estudiar las variaciones alélicas que pueden existir en los seres vivo, estas dichas
variaciones nos ayudan a comprender si una especie tiene un buen flujo génico, y
con base a ello se pude puntualizar el estatus de la misma. Existen diversos tipos
de técnicas para conocer la diversidad genética, en este estudio se pretendia
explorar la diversidad genética con marcadores ISSR, ya que presentan niveles

altos de polimorfismo (Hao et al., 2006; Galvan-Hernandez, 2015).

Existen cebadores ISSR que han sido utilizados para comparar a otras aristolochias
y determinar la similitud génica entre especies, disefiar los primers especificos para
una especie, es lo ideal, pero se necesita ahorrar tiempo y dinero, asi que también
resulta eficaz partir con primers ya diseflados, aunque sean para especies

diferentes pero que pertenezcan al mismo género (Chacon, 2009)
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8. CONCLUSION

s El guaco (Aristolochia asclepiadifolia) es una planta de gran importancia
utilitaria para las localidades estudiadas, ello se demuestra con el registro de
siete afecciones tratadas con esta especie, entre ellas su empleo contra el
cancery afecciones de la vesicula, las cuales constituyen dos nuevos aportes
para el conocimiento sobre su uso medicinal.

Y —
e Los andlisis etnobotanicos cuali y cuantitativo, demostraron que la afecciéon
de mayor aceptacion cultrual y de mayor prioridad tratada con el uso del

guaco es la que ocurre por mordedura de serpientes.

e Se estandariz6 un método adecuado para la extraccion de ADN,
considerando que CTAB con PVP y con SDS sin la necesidad de utilizar
nitrdgeno, este protocolo se recomienda utilizar para trabajos posteriores,

sirve como base .



9. RECOMENDACIONES

En el estudio etnobotanico cualitativo se registrd6 que el guaco se ocupa para el
tratamiento de diversas afecciones, entre ellas el cancer, sin embargo, su empleo y
dosis administrada, se deben considerar con cautela debido a que se ha reportado
para otras especies del género Aristolochia que el acido aristoloquico en cantidades
excesivas puede ser contraproducente para la salud. Por lo tanto, se sugiere realizar
estudios fitoquimicos y farmacoldgicos para saber cuél seria la cantidad adecuada

gue debe ser administrada para que no cause dafio al organismo.

Actualmente el habitat del guaco se ve amenazado por diversos factores, entre ellos
la apertura de nuevos espacios para la agricultura y asentamientos poblacionales;
también contribuye a ello su extraccion continua y el hecho de que las nuevas
generaciones al parecer no muestran interés en conocer su uso y propiedades
medicinales. Si se toman en cuenta estas consideraciones, esta especie endémica
puede estar en grave riesgo de desaparecer, por tal motivo, se recomienda impartir
talleres donde se dé a conocer la importancia que tiene como planta medicinal para
atender problemas de salud en la poblacion y sobre todo, tratar de reducir el impacto
gue tiene su extraccion, ya sea conservando los habitats donde crece y/o

propagandola.

Gracias a los multiples ensayos con las respectivas modificaciones de los dos
métodos de extraccion se logré obtener un método especifico para la especie. se
recomienda continuar con los estudios de diversidad genética, partiendo del
protocolo estandarizado en este estudio, el cual servira como base para los estudios

de diversidad genética.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Ficha de registro

Datos del entrevistado

Nombre: Sexo:

Lugar (localidad-municipio-estado-pais):

Edad:

Ocupacion: identidad Cultural:

Ademas del espafiol domina otro idioma: ¢Cual?

¢,Conoce usted esta planta?

¢,Cual es su nombre?

¢Usted la usa?

¢Para que la usa?

¢, Qué partes usa?

¢ Tiene uso medicinal? ¢ Cual?

¢,Como la usa? (Formas de uso, Tratamiento, cantidades)
¢, Como aprendi6 todo esto?

¢ Esta transmitiendo estos conocimientos a alguien?

Anexo 2. Imagenes de geles de agarosa

Protocolo Qiagen Ay B




Protocolo CTAB Cy D
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Protocolo CTABE,F, G, He |
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Protocolo CTAB J
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