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Resumen

Los quelites, o bien, aquellas especies vegetales cuyas hojas o tallos tiernos son comestibles,
ocupan un lugar destacado en el listado de plantas utiles, sin embargo, se ha registrado una
disminucién dramatica del conocimiento y uso de éstos, debido principalmente a la
desinformacion e introduccion de hortalizas.

En vista de las altas tasas de pérdida de biodiversidad, y debido a que la identificacion de
especies presenta limitaciones puesto que se basa en estructuras reproductivas que suelen
estar ausentes en la etapa fenoldgica de consumo de los quelites, para resolver esta situacion
surge el enfoque del codigo de barras de DNA como una herramienta practica que permite la
identificacion de las especies a través de partes aisladas de la planta o distintos estadios
ontogénicos.

El presente trabajo se bas6é en la generacién del codigo de barras molecular de distintas
poblaciones de un quelite conocido popularmente como berro, proveniente de la zona de los
volcanes, Estado de México. Se utilizaron cuatro marcadores moleculares de cloroplasto (matK,
rbcL, trnH-psbA y rpl32-trnL) y uno nuclear (ITS2). La capacidad discriminativa de los
marcadores se calculé mediante el analisis de distancia (barcoding gap) y mediante un analisis
filogenético (maxima verosimilitud). Finalmente, se generd una propuesta de un cédigo de
barras molecular concatenando las secuencias de los marcadores rbcL, trnH-psbA e ITS2, lo
que permite la identificacion inequivoca de Peperomia hintonii, siendo asi el primer registro
etnobotanico de esta especie e incrementando la escasa informacion molecular existente de las
plantas Gtiles de México.

Palabras clave: Peperomia hintonii, Piperaceae, quelite, cddigo de barras.
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I.  Introduccion

Los “quelites”, o bien, aquellas especies vegetales cuyas hojas o tallos tiernos son comestibles,
han formado parte importante de la alimentacién de la poblacion desde la época prehispanica
en México. Dentro del listado de plantas utiles en la categoria de comestibles, los quelites
ocupan un lugar destacado, sin embargo, se ha registrado una disminucién draméatica del
conocimiento y uso de estos vegetales que va desde un 55 hasta un 90%, con respecto a lo
que habia sido documentado durante los afios posteriores a la Conquista; esto responde
principalmente a la preferencia por hortalizas introducidas, a la falta de interés de las nuevas
generaciones por integrar estas plantas en su dieta, al abuso y uso de productos quimicos y a
la pérdida del habitat (Bye y Linares, 2000; Mera-Ovando et al., 2003; Castro et al., 2011).

Aungque en México no se cuenta con un inventario regional o nacional de quelites, existen
diversos trabajos etnobotanicos, articulos, reportes y tesis dispersas en los que se aborda el
tema, por ejemplo: la milpa, mercados, quelites, alimentacion e inventarios de plantas utilizadas
por grupos originarios en distintas comunidades del pais. Todo este conocimiento los ha
conducido a ser reconocidos como un potencial recurso fitogenético; dicho esto, en el 2008 se
formé la Red Quelites perteneciente al Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos para la
alimentacion y la Agricultura (SINAREFI). Dicha Red se centra en la revalorizacion cultural,
nutricional, culinaria y ecoldgica de este recurso, y en ella se realizan estudios con el objetivo
de identificar las especies utilizadas generando informacion acerca del tipo de distribucion y
consumo de algunos quelites a nivel nacional dependiendo de los aspectos culturales de cada
caso particular (Basurto, 2011; Castro et al., 2011; Linares y Bye, 2015; Solis et al., 2016;
SNICS, 2018).

El uso clasico de rasgos morfologicos para la identificacion de especies puede llevar a la
identificacion errénea de un taxdn debido a la plasticidad fenotipica del rasgo estudiado o a la
existencia de taxones cripticos. Por otra parte, las claves morfolégicas vegetales suelen ser
efectivas para la etapa de vida con estructuras reproductivas, las cuales no suelen estar
presentes en la etapa fenoldgica en la que se consumen la mayoria de los quelites (Valentini et
al., 2009). El enfoque del cédigo de barras de DNA podria representar una solucion préactica
que, sin la intencién de demeritar el valioso trabajo del taxdnomo clasico, busca complementar
y agilizar el reconocimiento de especies a una tasa mayor que el de la pérdida de la
biodiversidad. Por otro lado, es también una herramienta que permite identificar distintas partes
aisladas de plantas (raices, semillas, polen, etc.), o distintos estadios ontogenéticos (etapa
sexual y asexual), asi como distintos géneros (plantas dioicas 0 monoicas); de esta manera
ayuda en muchas investigaciones basicas y en los esfuerzos aplicados en la taxonomia y la
identificacion de las especies, asi como aclarando problemas de sinonimia (Ebach y Holddrege,
2005; Hebert y Gregory, 2005; Newmaster et al., 2006; Hajibabaei et al. 2007; Erickson et al.,
2008; Nock et al., 2011).



Por lo anterior, en el presente trabajo se genero el codigo de barras molecular de diversas
poblaciones del quelite conocido localmente como berro, proveniente de la zona de los volcanes
en el Estado de México, buscando de esta manera dar una identidad taxondmica inequivoca a
este nuevo registro de planta comestible e incrementar la informacién molecular de los recursos
vegetales de México.

[I.  Revision de Literatura
2.1 Quelites

La palabra quelite deriva del nahuatl “quilitl” que significa planta cuyo follaje tierno es comestible
como verdura, (Bye, 1981; Basurto-Pefa et al., 1998). Los quelites comprenden un grupo de
plantas comestibles los cuales en general, se definen como todas las hojas, tallos, bulbos o
brotes tiernos e inflorescencias inmaduras, que son consumidas de diversas formas. Estos han
formado parte de la dieta nacional desde la época prehispanica, en asociacion con otros
alimentos, tanto en términos de su consumo en diversos platillos, como en su produccion en los
agroecosistemas (Linares y Aguirre, 1992; Basurto, 2011; Castro et al., 2011).

De las 25,000 especies de plantas superiores que se estiman nativas para México, alrededor
de 500 son consideradas quelites, de los cuales se utilizan alrededor de 358 taxa (Mera et al.,
2011; Linares y Bye, 2015), mientras que otros autores sugieren 244 especies (Basurto, 2011)
incluyendo especies introducidas de otras regiones del mundo (p. ej., Malva parviflora, Sonchus
oleraceus, Eruca sativa, Brassica spp., por mencionar algunas), asi como partes comestibles
de maiz, frijol, calabaza y las especies circundantes de agroecosistemas (magueyes, nopales,
yucas, entre otros).

2.2 Familia Piperaceae

La familia Piperaceae es considerada una de las mas complejas y diversas entre las
angiospermas basales (Jaramillo y Manos, 2001), se conforma por especies herbaceas
perennes y en pocos casos anuales, arbustos y arboles pequefios. Se divide en cinco géneros
(Manekia, Verhuellita, Zippelia, Piper y Peperomia, éstos dos ultimos, son los géneros con
mayor numero de especies (Samain, 2008). Las especies del género Piper tienen mayor
importancia a nivel econdmico debido que son utilizadas principalmente como recurso medicinal
o condimento (Novara, 1998; Anderson y Beaman, 2004; Vergara-Rodriguez, 2013).



2.2.1 Geénero Peperomia

Este género comprende un gran numero de especies alrededor de las regiones tropicales y
subtropicales de ambos hemisferios, sin embargo, la mayor concentracion de sus especies se
encuentra en Centro y Sudamérica (Jones, 1988; McKendrick, 1992; Thorne, 1992; Figuerido y
Sazima, 2006). Desde que se inici6 la descripcion del género, se han documentado alrededor
de 2420 especies y 668 variedades, sin embargo, se han descartado aproximadamente 1473
debido a que son sinénimos o bien, nombres ilegitimos (Mathieu, 2007).

En México se cuenta con alrededor de 131 especies, ocupando asi el quinto lugar a nivel
mundial en riqueza de Peperomia, a pesar de esto, se han realizado pocos estudios sobre este
género en especial por la gran dificultad para determinar sus especies, lo cual explica el poco
conocimiento de los estudios realizados para este género (Hill, 1907; Trelease, 1922; Yuncker,
1958; Burger, 1971; Cronquist, 1981; McKendrick, 1992; Wanke et al., 2006).

Las plantas de este género son usadas con fines ornamentales, o bien, algunas son
aprovechadas para su consumo, por ejemplo, P. peltilimba, P. maculosa, P. maculata, P.
bernoullii, P. denticularis, P. donaguina, P. rotundifolia y P. lenticularis (Basurto et al., 1998;
Castro et al., 2011; Vergara-Rodriguez y Kromer, 2011; Linares y Bye, 2015).

2.2.1.1 Peperomia hintonii Yunk.
2.2.1.1.1 Descripcion boténica

P. hintonii es una hierba laxa, terrestre, crece en las laderas de las montafias; alcanza hasta 30
cm de alto; su tallo es débil y delgado, glabro y de un milimetro, generalmente di- o
tricotbmicamente ramificada. Las hojas, una a tres por nudo, a veces parecen mas numerosas
debido a sus ramas cortas, con frecuencia se presenta un verticilo de tres 0 mas en el nudo
inferior, cortamente pecioladas, son elipticas—ovadas, de apice agudo y base obtusa, con un
tamafo que va hasta los 12 mm de ancho y 15 mm de largo. Su inflorescencia es apicada y
axilar, corta de 5 mm o menos, subsésil, pocas flores (cominmente cuatro o cinco), flores
disticas y con un solo carpelo y dos estambres (Yuncker, 1965; Rzedowski, 2010).

2.2.1.1.2 Distribucién y usos

El area donde se le ha registrado esta restringida a lugares sombreados y humedos de cafiadas,
en bosques de Abies y bosques mesdfilos, se le conoce en los municipios de Epazoyucan y El
Chico en la Sierra de Pachuca y Amecameca en el Valle de México, fuera de éste en el municipio
de Temascaltepec del Estado de México, en Michoacéan y Jalisco (Yuncker, 1965; Medina et al.,
2000; Rzedowski y Calderon de Rzendowski, 2010; Rojas-Zenteno et al., 2016; Martinez-De La
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Cruz et al., 2018). Sin embargo, no se le ha documentado en algun listado de plantas utiles en
ninguna de sus categorias.

2.3 Codigo de barras genéticos

Una herramienta practica y poderosa que permite la identificacion de especies biologicas es el
uso de los marcadores moleculares o cédigos de barras genéticos (en inglés, “DNA barcodes”;
Kress y Erickson, 2012). Estos son secuencias cortas ortdlogas de una region estandarizada
del genoma, DNA, que funcionan a manera de “etiquetas” que permiten caracterizar y distinguir
especies entre si (Newmaster et al., 2006; Kress et al., 2005).

La investigacion en cddigos de barras genéticos comenzo6 en el ambito de la zoologia (Hebert
et al., 2003). Sin embargo, en un trabajo colectivo, multinacional, coordinado por el Consorcio
para el Cédigo de Barras de la Vida (CBOL), se afirmé que las secuencias génicas candidatas
a ser consideradas como cdédigos de barras genéticos en plantas deberian contar con las
siguientes caracteristicas (Hollingsworth et al., 2009; Erickson et al., 2008; Newmaster et al.,
2006):

I. Universalidad. Debe contar con loci que puedan ser rutinariamente secuenciados
a través de los distintos linajes de plantas terrestres.

il. Calidad y cobertura. Poseer secuencias con bi-direccionalidad con ninguna, o
pocas, bases ambiguas; sitios frontera que permitan usar primers universales;
tener un tamafo de secuencia corto apropiado para la extraccion y amplificacion
del DNA; al usar una aproximacion multi-loci debe poder complementarse la
informacion.

iii. Discriminaciéon. Uso de loci que permitan que la mayor parte de las especies
vegetales sean distinguidas, mostrando un nivel significativo de variabilidad y
divergencia para la region amplificada.

iv. Bioinforméatica. Contar con algoritmos sencillos de alineacion de la secuencia que
permitan trabajar con numerosas muestras, presentando niveles altos de
confianza en la asignacion de especies.

El resultado de la busqueda de la combinacion adecuada de codigos de barras genéticos con
las anteriores caracteristicas, para su uso especifico en plantas, permitié la eleccién de cinco
candidatos principales (Kress et al., 2005; Newmaster et al., 2006; Shaw et al., 2007; Timme et
al., 2007; Hollingsworth et al., 2009; Chen et al., 2010; Vijayan y Tsou, 2010; Whitlock et al.,
2010):



e rbcL (subunidad mayor de RuBisCO - cloroplasto). Es el locus mejor caracterizado debido
a su facil amplificacion y alineacion, secuenciado para gran cantidad de especies en
GenBank: universalidad, usandose solo presenta una discriminacion del 85%.

e matK (maturasaK - cloroplasto). Se trata de un locus que evoluciona rdpidamente, lo que
le confiere alta discriminacién, usdndose solo 66%; sin embargo, su amplificacion y
alineacion requieren bastante trabajo manual.

e trnH-psbA (espaciador intergénico — cloroplasto). Presenta un nivel alto de
discriminacion, 69% cuando se le considera solo, tiene un alto porcentaje de
amplificacion (93%). Es muy dificil encontrar secuencias bidireccionales y presenta
bases ambiguas, y por su tamafio requiere primers especificos, debe ser alineado
apropiadamente para evitar que, debido a las inversiones asociadas a secuencias
palindrémicas presentes en algunos linajes de angiospermas, separe especies cercanas
en los andlisis.

e rpl32-trnL (espaciador intergénico — cloroplasto). Este locus es relativamente nuevo y
poco explorado; su tamafio va desde los 543 hasta 1417 pares de bases (pb), sin
embargo, ofrece una fuerte variacion informativa permitiendo la identificacion de
especies a bajo nivel taxonémico.

e ITS2 (segundo espaciador transcrito interno del cistron ribosomal nuclear — nucleo).
Locus con alto porcentaje de amplificacion (94%), presenta alta divergencia inter-
especifica y una 6ptima tasa de discriminacién de 93% entre especies, usando el método
BLAST1.

A pesar del caracter consensual de la propuesta del grupo de trabajo de plantas del CBOL
(Hollingsworth et al., 2009), otros autores han registrado que la combinacién de regiones de
cloroplasto y nucleares sélo alcanzan un promedio de nivel de discriminacion del 70% (p. e€j.,
Nicolalde-Morejon et al., 2011). Dicha capacidad de identificacion puede ser suficiente para
aplicaciones como la investigacion de interacciones planta-animal, identificacion de especies
vegetales protegidas, estudios de biodiversidad a larga escala, identificacién de plantulas en
programas de regeneracion forestal. Sin embargo, para lograr un nivel de discriminacién mayor
es esencial en estudios taxonomicos y otras aplicaciones que requieran una identificacion
absoluta de las especies (Vijayan y Tsou, 2010). Es posible concluir, entonces, que la
combinacion rcbL + matK se debe considerar como un tamiz molecular rapido que brinde una
primera idea de la identidad botanica de las especies, y debe ser afinado con la codificacion de
otros loci; de hecho, la combinacion con el locus trnH-psbA aumenta la discriminacién a nivel
de especie (en algunos grupos) hasta un 87% (p. ej., Vijayan y Tsou, 2010; Erickson et al.,
2008).



lll.  Objetivos
3.1 Objetivo general

Generar el cédigo de barras molecular del quelite, Peperomia sp., a partir de muestras selectas
de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México.

3.2 Objetivos particulares

e Determinar si la calidad del DNA genomico extraido de las muestras de Peperomia sp.
permitira la amplificacién de los marcadores moleculares de cloroplasto y nuclear.

e Analizar la capacidad discriminativa de los marcadores moleculares amplificados.

e Evaluar si un solo marcador o el concatenado de estos permitira la determinacion
taxonémica inequivoca a nivel de especie del quelite berro (Peperomia sp.).

IV. Materiales y métodos
4.1 Material vegetal

Se realiz6 una revision del herbario para seleccionar muestras de las hojas de Peperomia sp.,
asi como de otras poblaciones de la misma zona de los volcanes. Las cuales fueron registradas
y rotuladas como se muestra en el Anexo 1.

Se extrajeron un total de 36 muestras de DNA, de las cuales cinco correspondieron a individuos
de Peperomia sp. de Amecameca (Peperomia 1 — 5), siete de Berro (Peperomia 6 — 12), cinco
gue ya fueron determinadas hasta el taxon especie (Peperomia 13 — 17), cinco que han sido
registradas como pertenecientes a la familia Piperaceae (Peperomia 18 — 22), tres que fueron
tomadas del invernadero (Peperomia 23 — 25), cinco que fueron muestreadas en H1 Chico
(Peperomia 26 — 30), cinco mas que se tomaron en H2 Corral (Peperomia 31 — 35) y una
registrada en PPA Hq.r 394 (Peperomia 36) (Anexol).

4.2 Analisis molecular
4.2.1 Extraccion de DNA

El DNA se extrajo de las hojas de las muestras seleccionadas utilizando el kit comercial Plant
DNeasy Mini Kit (QIAGEN), haciendo algunas modificaciones del método propuesto por el
fabricante:



1. De cada muestra se pesaron 20 mg de tejido foliar, el cual se congel6 a -70°C, para
poder ser pulverizado en TissuLyser (QIAGEN) a 50 oscilaciones por minuto durante 2
min.

2. Centrifugacién por 13 seg a 8000 g, posteriormente, se agregaron 400 uL de Buffer AP1
y 4 uL de RNAsa, y se incubaron 15 min a 65°C, mezclando en vortex cada 3 min.

3. Se afiadieron 130 pL de Buffer P3, se homogeniz6 en vortex e incub6 en hielo por 5 min
y se centrifugé 5 min a 16873 g.

4. Se transfirieron 450 uL de sobrenadante a la columna lila (para retener la mayoria de los
precipitados y restos celulares) y se centrifug6 por 2 min a 16873 g.

5. Elfiltrado se transfirié a un tubo eppendorf de 2 mL, al cual se le agregaron 1.5 volimenes
de Buffer AW1 (675 pL) y se homogenizo por pipeteo.

6. Se transfirieron 650 L a la columna transparente (la cual retendré el DNA) y se centrifug6
por 2 min a 16873 g. Este paso se repitid con el resto de la muestra, y la columna se
coloco en un nuevo tubo de colecta.

7. Se agregaron 500 pL de Buffer AW2 y centrifugd 1 min a 8000 g, se descart6 el filtrado
y se afiadieron otros 500 pL de Buffer AW2 y centrifugé por 5 min a 16873 g.

8. La parte superior de la columna se transfirid a un nuevo tubo eppendorf, se afiadieron 50
uL de Buffer AE e incubd por 15 min a temperatura ambiente, y se centrifugé 1 min a
8000 g.

9. Por ultimo, se agregaron otros 75 pL de Buffer AE e incub6 otros 15 min a temperatura
ambiente, y se centrifugd por 1 min a 8000 g. Las extracciones se almacenaron a -4°C.

La calidad y concentracion de DNA se cuantifico utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific) mediante la medicion de la absorbancia a 260 y 280 nm; de manera
adicional, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

4.2.2 Amplificacion de marcadores de DNA

La amplificacion de DNA se llevé a cabo usando los marcadores moleculares de cloroplasto
sugeridos por el CBOL: matK, rbcL, trnH-psbA, rpL32-trnL, y el marcador nuclear: ITS2 (Kress
y Erickson, 2012) (Cuadro 1). Cada marcador molecular conto con sus propias condiciones de
concentracion de reactivos y de programacion en el termociclador para la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) (Cuadros 2 y 3).



Cuadro 1.

Region

matK

rbcL

rpl32-
trnL

trnH-
psbA

ITS2

Marcadores moleculares usados para la evaluacion molecular.

Descripcidn

Maturasa K — cloroplasto

Subunidad mayor de RuBisCo —
cloroplasto

Espaciador intergénico —
cloroplasto

Espaciador intergénico —
cloroplasto

Segundo espaciador transcrito
interno del cistron ribosomal
nuclear — nacleo

Forward

marK-KIM 1R

Primer

Reverse

matK-KIM 3F

ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC

CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC

CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

ATGCGATACTTGGTGTGAAT

rbcLa-F

rpl32-F

trnH2

ITS-S2F

rbcLa-R

GTAAAATCAAGTCCACCRCG

trnL(YA®)

CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT

psSbAF

GTTATGCATGAACGTAATGCTC

ITS-S3R

GACGCTTCTCCAGACTACAAT

Cuadro 2. Concentraciones finales para la amplificacion de los distintos marcadores moleculares.

Reactivos matK
Buffer KCI 1X
MgCl2 1.5mM
d'NTP 0.2 mM
Oligo Fw 0.1 uM
Oligo Rv 0.1 uM
TAq polimerasa 0.625 u/pL

DNA 10 ng/uL

rbcL

1X

1mM

0.2 mM

0.1 uM

0.1 uM

0.625 u/uL

10 ng/pL

rpl32-trnL
1X
1.5mM
0.4 mM
0.25 uM
0.25 uM
1 u/uL

10 ng/pL

trnH.psbA
1X
0.66 mM
0.4 mM
0.25 uM
0.25 uM
1 u/pL

10 ng/uL

ITS2

1X

1.5 mM

0.4 mM

0.6 UM

0.6 UM

1 u/uL

10 ng/pL
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La PCR se realiz6 usando un volumen final de 30 pL, ajustando con agua grado molecular, para
los cinco marcadores. Cada marcador contdé con sus propias condiciones de temperatura y
tiempo en el termociclador (Cuadro 3). La amplificacion se efectu6 en un termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Norwalk, CT, USA).

Cuadro 3. Condiciones de temperatura para la PCR de los distintos marcadores moleculares.

matK y rbcL rpl32-trnL trnH-psbA ITS2
Etapas de la PCR
°C | Tiempo °C Tiempo °C | Tiempo °C | Tiempo
Etapa preyla de 94 ' 2min 95 2 min 94 2min 95 ' 5min
desnaturalizacion
Desnaturalizacién 94 30seg 94  45seg 94  30seg 94 30seg
. . 2 4 4
Alineamiento . o 52 40 seg .35 53 45 seg . 0 55 40 seg . 0 56 @ 30 seg
ciclos ciclos ciclos ciclos
Extension 72 40seg 72 1.30 min 72 40seg 72  45seg
S8 postngor ala 72 5 min 72 8 min 72 5 min 72 1 min
extension
Preservado 5 o0 5 oo 5 o 5 o

Después de la amplificacion, los productos del PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1%
marcado con Midori Green Advance (NIPPON Genetics EUROPE).

Los productos de PCR se secuenciaron utilizando un analizador de DNA 3730xL con 96 en la
deteccion capilar mediante iluminacion dual.

4.3 Anéalisis de datos

Las secuencias de DNA se editaron usando el software de analisis de secuencia DNA Dynamo
(Blue Tractor Software, NorthWales, UK). Las bases con calidad baja o discordancias entre las
cadenas se editaron manualmente para generar las secuencias consenso, la identidad
taxonOmica de las secuencias consenso se verific6 comparando la base de datos del GenBank
(NCBI) mediante la herramienta de busqueda Basic Local Alignament Search Tool (BLAST).
Las secuencias editadas se enviaron al GenBank.
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Los analisis filogenéticos se realizaron con las secuencias consenso para cada marcador,
utilizando el método estadistico de maxima verosimilitud (ML) mediante el modelo de sustitucion
de nucleétidos idoneo, debido a su nivel de criterio de informacién bayesiano mas bajo. Para la
prueba de filogenia, se aplicé una prueba del método Bootstrap. Todos los analisis filogenéticos
y de ensamblaje de arboles se realizaron en el software MEGA X (Tamura et al., 2013), y los
arboles se editaron utilizando la herramienta de dibujo de figuras de arboles FigTree v.1.4.2
(Institute of Evolutionary Biology, University of Edimburgh, UK).

El analisis de distancia del cédigo de barras (barcoding gap) se realiz6 mediante el método de
descubrimiento automatico de la distancia del codigo de barras (ABGD) (Puillandre et al., 2012)
para detectar una distancia significativa en el cddigo de barras entre la variacion intra e
interespecifica y predecir la mejor division del conjunto de datos en especies candidatas. La
distancia se midié mediante la distribucion de las diferencias por pares utilizando el modelo
JC69 Jukes-Cantor. Se analizaron las capacidades de identificacion de especies de cada
marcador molecular y la secuencia concatenada.

V. Resultados
5.1 Evaluacién molecular
5.1.1 Extraccién de DNA

De las 36 muestras que se extrajeron, en general, se obtuvieron concentraciones de DNA con
cocientes de pureza (Az2es0/A280) y contaminacion (Azeo/Az230) dentro, o bien, ligeramente fuera de
los rangos aceptados (pureza: 1.8 — 2 y contaminacién: 2 — 2.2), a excepcion de las muestras
“Peperomia 15y 16” (Cuadro 4 y Anexo 1).

Cuadro 4. Cuantificacién de DNA total extraido de las muestras de Peperomia sp. a partir de muestras
selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México.

L, . Cociente de
Concentracion de DNA Cociente de pureza S
Muestras contaminacion
(ng/pL) Aol Azso
Aze0/A230

Peperomia 1 70.4 2.00 2.56
Peperomia 2 71.0 1.95 2.48
Peperomia 3 128.6 2.00 2.35
Peperomia 4 81.2 2.00 2.22
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Peperomia 5
Peperomia 6
Peperomia 7
Peperomia 8
Peperomia 9
Peperomia 10
Peperomia 11
Peperomia 12
Peperomia 13
Peperomia 14
Peperomia 15
Peperomia 16
Peperomia 17
Peperomia 18
Peperomia 19
Peperomia 20
Peperomia 21
Peperomia 22
Peperomia 23
Peperomia 24
Peperomia 25
Peperomia 26
Peperomia 27

Peperomia 28

66.0

220.2

88.3

53.9

58.2

41.0

48.6

45.6

65.2

30.1

265.0

175.5

26.6

54.7

53.3

51.5

120.1

153.2

58.4

41.7

45.6

92.2

78.3

89.2

2.00

2.05

1.97

1.90

1.92

1.88

1.90

1.86

171

191

1.21

1.21

1.93

1.89

1.87

191

1.99

1.99

1.96

1.95

1.97

1.96

1.92

1.96

2.61

2.28

2.55

2.66

2.26

2.09

2.15

1.97

1.14

2.80

0.32

0.36

2.20

2.13

1.26

1.35

2.25

2.16

231

2.84

2.90

2.22

241

2.45
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Peperomia 29 99.0 1.97 2.40

Peperomia 30 68.9 1.95 2.43
Peperomia 31 69.0 1.93 2.41
Peperomia 32 70.0 1.92 212
Peperomia 33 97.0 2.05 2.43
Peperomia 34 121.7 2.03 2.10
Peperomia 35 57.4 2.08 251
Peperomia 36 72.7 2.00 2.34

5.1.2 Amplificacion de marcadores de DNA

La amplificacion de DNA por PCR sélo fue exitosa para los marcadores moleculares trnH-psbA,
rbcL, rpl32-trnL e ITS2; sin embargo, no todas las muestras lograron amplificarse con éxito a
pesar de algunas presentaban coeficientes de pureza (A260/A280) Y contaminacion (Azeo/A230)
dentro de los adecuados (Cuadro 4). Por lo tanto, de los marcadores moleculares trnH-psbA y
rbcL sélo se amplificaron 32 muestras (88.9%), para rpl32-trnL s6lo ocho muestras (22.2%) y
de ITS2 resultaron exitosas 34 muestras (94.4%) (Figura 1 — 4). La amplificacién de DNA del
marcador molecular matK no fue visible para ninguna de las muestras en ningun gel de agarosa
a pesar de que se repitid la PCR en variadas ocasiones.

Los productos del marcador molecular trnH-psbA que se obtuvieron fueron de
aproximadamente 250 pb (Figura 1); para rbcL los productos amplificados que se obtuvieron
fueron de aproximadamente 400 pb (Figura 2); mientras que para el marcador ITS2 los
productos amplificados fueron de aproximadamente 500 pb (Figura 3); por ultimo, para rpl32-
trnL los fragmentos de DNA amplificados obtenidos se encontraron entre los 300 y 600 pb
(Figura 4).
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Figura 1. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR del marcador
molecular trnH-psbA de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas poblaciones
provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Nota: M = Marcador molecular de peso; C+
= Control positivo; C- = Control negativo; a) Muestras: 1 — 10 = Peperomia 1 a 10, respectivamente; b)
Muestras: 11 — 22 = Peperomia 11 a 22, respectivamente; ¢) Muestras: 23 — 36 = Peperomia 23 a la 36,
respectivamente.
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Figura 2. Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR del marcador
molecular rbcL de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas poblaciones provenientes de
la zona de los volcanes, Estado de México. Nota: M = Marcador molecular de peso; C+ = Control positivo;
C- = Control negativo; a) Muestras: 1 — 17 = Peperomia 1 a 17, respectivamente; b) Muestras: 18 — 36
= Peperomia 18 a 36, respectivamente.
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Figura 4. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR del marcador
molecular rpl32-trnL de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas poblaciones
provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Nota: M = Marcador molecular de peso; C+
= Control positivo; C- = Control negativo; a) Muestras: 1 — 21 = Peperomia 1 a 21, respectivamente; b)
Muestras: 22 — 36 = Peperomia 22 a 36, respectivamente.

5.2 Anédlisis de datos
5.2.1 Analisis filogenético y de distancia

Se obtuvieron cuatro arboles filogenéticos pertenecientes a los marcadores moleculares de
trnh-psbA, rbcL, ITS2 y rpl32-trnL, a partir de las muestras que se secuenciaron y editaron
manualmente (Anexo 2).

Para el caso del marcador trnH-psbA se logré discriminar a nivel de especie, agrupando en dos
clados distintos, las secuencias de Peperomia sp. de aquellas que ya habian sido determinadas
con anterioridad (P. tristachya, P. peltiimba y P. maculosa); asi mismo, se detectd que las
secuencias restantes de las otras poblaciones pertenecen a la misma especie que las muestras
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de Peperomia sp. (Figura 5). Por otra parte, de acuerdo con el analisis de distancia de cddigo
de barras (Barcording gap) para este marcador, siempre se forman tres grupos aun tomando
en cuenta diferentes valores del limite de divergencia “P” intra e interespecifica. El grupo 1 esta
conformado por Peperomia sp. (Peperomial — 5 Amecameca) y otras poblaciones
(Peperomia6 — 12_Berro, Piperaceael8 — 22, Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico,
Peperomia33 — 35_Corral y Peperomia36), el grupo 2 esta conformado por P. peltilimba y P.
maculosa, mientras que en el grupo 3 s6lo se encuentra P. tristachya. (Cuadro 5 y Anexo 3a).

Peperomia2_Amecameca_trnH-psbA
Peperomiai_Amecameca_trH-psbA
Peperomia3_Amecameca_trnH-psbA
Peperomia4_Amecameca_trnH-psbhA
Peperomia5_Amecameca_trnH-psbA
Peperomia6_Berro_trnH-psbA
Peperomia7_Berro_trnH-psbA
Peperomia8_Berro_trH-psbA
Peperomia9_Berro_trnH-psbA
Peperomia10_Berro_trnH-psbA
Peperomia11_Berro_trnH-psbA
Peperomia12_Berro_trnH-psbA
Piperaceae 18_trnH-psbA
Piperaceae19_trnH-psbA
Piperaceae20_trnH-psbA
Piperaceae21_trnH-psbA

1 Piperaceae22_trnH-psbA
4 Invernadero23_trnH-psbA
Invernadero24_trnH-psbA
Invernadero25_trnH-psbA
Peperomia26_Chico_trnH-psbA
Peperomia27_Chico_trnH-psbA
Peperomia28_Chico_trnH-psbA
Peperomia29_Chico_trH-psbA
Peperomia30_Chico_trmH-psbA
Peperomia33_Corral_trnH-psbA
Peperomia34_Corral_trnH-psbA
gggf Peperomia36_PPAHqr_trmH-psbA
' Peperomia35_Corral_trnH-psbA

0.019

o
8
o ®

O OO0 OO0 OO0 OoOoo oo

O O O OO0 o oo

o

1 P_tristachya_trnH-psbA
e
0.995 P_maculosa_trnH-psbA

P_peltilimba_trnH-psbA

0.008

Figura 5. Cladograma para el marcador molecular trnH-psbA de Peperomia sp. a partir de muestras
selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Alineacion
de secuencias a partir del algoritmo MUSCLE; el arbol consenso se gener6 a partir del método de
maxima verosimilitud y modelo Tamura 3-parametros; el analisis evolutivo se realizé en MEGA X. Nota:
El clado en azul es representado por las muestras de Peperomia sp. (Peperomial — 5_Amecameca) y
las diversas poblaciones de las cuales no se conoce su identidad taxondmica de especie (Peperomia6
— 12 Berro, Piperaceael8 — 22, Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico, Peperomia33 —
35_Corral y Peperomia36), el clado en verde representa las especies P. tristachya, P. peltilimba y P.
maculosa. Los numeros en los nodos son valores expresados como porcentajes de 1,000 iteraciones
por el método bootstrap.
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En el caso del marcador molecular rbcL, éste también logré discriminar a nivel de especie,
separando, nuevamente en dos clados, las secuencias de Peperomia sp. y las muestras de
otras poblaciones, de las especies que ya se conoce su identidad taxonémica (Figura 6). A su
vez, el andlisis de distancia de cédigo de barras de este marcador demostré6 que se forman
cuatro grupos a cualquier limite de divergencia “P”. El grupo 1, nuevamente esta conformado
por Peperomia sp. (Peperomial —5_Amecameca) y otras poblaciones (Peperomia6 —12_Berro,
Piperaceael8 — 22, Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico, Peperomia33 — 35_Corral y
Peperomia36), mientras que las especies P. maculosa, P. tristachya, y P. peltilimba,
representan cada una a un grupo, (grupo 2, 3y 4, respectivamente) (Cuadro 5 y Anexo 3b).

Peperomia4d_Amecameca_rbcL

=4
2
®

Peperomia1_Amecameca_rbcL
Peperomia2_Amecameca_rbcL
Peperomia3_Amecameca_rbcL
Peperomia5_Amecameca_rbcL
Peperomia6_Berro_rbcL
Peperomia7_Berro_rbcL
Peperomia8_Berro_rbcL
Peperomia9_Berro_rbcL
Peperomia10_Berro_rbcL
Peperomia11_Berro_rbcL
Peperomia12_Berro_rbcL
Piperaceae18_rbcL
Piperaceae19_rbclL
Piperaceae20 _rbclL
Piperaceae21_rbcL
Piperaceae22_rbcL
Invernadero23_rbel
Invernadero24_rbcL
Invernadero25_rbeL
Peperomia26_Chico_rbcL
Peperomia27_Chico_rbcL
Peperomia28_Chico_rbcL
Peperomia29_Chico_rbcL
Peperomia30_Chico_rbcL

0.002 ¢ Peperomia34_Corral_rbcL
1 0.018 ¢ Peperomia36_PPAHqr_rbclL
Peperomia35_Corral_rbeL
Peperomia33_Corral_rbelL

0O 00 OO0 00O O0OO0DO0O0 OO O OO0 Oo0OOo0OOoOOoOOoOOo

o

1 P_tristachya_rbcL

g P_maculosa_rbecL
0.828 P_peltilimba_rbcL

0.004

Figura 6. Cladograma para el marcador molecular rbcL de Peperomia sp. a partir de muestras selectas
de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Alineacion de
secuencias a partir del algoritmo MUSCLE; el &rbol consenso se genero a partir del método de méaxima
verosimilitud y modelo Tamura 3-parametros; el andlisis evolutivo se realizé en MEGA X. Nota: El clado
en azul es representado por las muestras de Peperomia sp. (Peperomial — 5_Amecameca) y las
diversas poblaciones de las cuales no se conoce su identidad taxondmica de especie (Peperomia6 —
12_Berro, Piperaceael8 — 22, Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico, Peperomia33 — 35_Corral
y Peperomia36), el clado en verde representa las especies P. tristachya, P. peltilimba y P. maculosa.
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Los nameros en los nodos son valores expresados como porcentajes de 1,000 iteraciones por el método
bootstrap.

En cuanto al marcador ITS2 también se logré discriminar todas las secuencias hasta nivel de
especie, separando en dos clados las secuencias de Peperomia sp. y las otras poblaciones de
las especies de P. tristachya, P. peltilimba y P. maculosa (Figura 7). El andlisis de distancia de
cédigo de barras de este marcador, a cualquier limite de divergencia “P” inicamente forma dos
grupos. El grupo 1, nuevamente esta conformado por Peperomia sp. (Peperomial -
5 Amecameca) y otras poblaciones (Peperomia6 — 12 Berro, Piperaceael8 - 22,
Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico, Peperomia3l — 35 Corral y Peperomia36),
mientras que las especies P. maculosa, P. tristachya, y P. peltilimba, integran el grupo 2 (Cuadro
5y Anexo 3c).

S0 Peperomia36_PPAHgr_ITS2
0.002 ¢+ Peperomia35_Corral_ITS2
0 ¢ Peperomia34_Corral_ITS2
0 ¢ Peperomia33_Corral_ITS2
0.001 ¢ Peperomia32_Corral_ITS2
Peperomia31_Corral_ITS2
Peperomia30_Chico_ITS2
Peperomia29_Chico_ITS2
Peperomia28_Chico_ITS2
Peperomia27_Chico_ITS2
Peperomia26_Chico_ITS2
Invernadero25_ITS2
Invernadero24_ITS2
Invernadero23_ITS2
Piperaceae22 ITS2
Piperaceae21_ITS2
Pipereceae20_ITS2
Piperaceae19_ITS2
Piperaceae18_ITS2
Peperomia12_Berro_ITS2
0 ¢ Peperomia11_Berro_ITS2
0 ¢ Peperomia10_Berro_ITS2
0 ¢ Peperomia9_Berro_ITS2
0 ¢ Peperomia8_Berro_ITS2
0 % Peperomia7_Berro_ITS2
0 ¢ Peperomia6_Berro_ITS2
0
0
0
5

o

OO0 OO0 O0OO0OO0OO0O OO0 o

Peperomia5_Amecameca_ITS2
Peperomia4_Amecameca_ITS2
Peperomia3_Amecameca_ITS2
Peperomia2_Amecameca_ITS2
Peperomiai_Amecameca_ITS2

; P_tristachya_ITS2
0.952 g P_maculosa_ITS2
P_peltilimba_ITS2

003

Figura 7. Cladograma para el marcador molecular ITS2 de Peperomia sp. a partir de muestras selectas
de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Alineacion de
secuencias a partir del algoritmo MUSCLE; el arbol consenso se genero a partir del método de maxima
verosimilitud y modelo Kimura 2-parametros; se utilizé una distribucion Gamma discreta para modelar
las diferencias de velocidad evolutiva entre los sitios; el analisis evolutivo se realizé en MEGA X. Nota:
El clado en color azul es representado por las muestras de Peperomia sp. (Peperomial —
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5 _Amecameca) y las diversas poblaciones de las cuales no se conoce su identidad taxonémica de
especie (Peperomia6 — 12 Berro, Piperaceael8 — 22, Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico,
Peperomia3l — 35_Corral y Peperomia36), el clado sombreado en verde representa las especies P.
tristachya, P. peltilimba y P. maculosa. Los numeros en los nodos son valores expresados como
porcentajes de 1,000 iteraciones por el método bootstrap.

Para el marcador rpl32-trnL solo se utilizaron cinco secuencias consenso, debido a que las
secuencias restantes presentaban muchas discordancias entre ambas cadenas del DNA. El
uso de este marcador logro discriminar con éxito, las especies P. maculosa, P. tristachya, y P.
peltilimba de las muestras de Piperaceael9 y Peperomia28_ Chico, a pesar de ser sélo cinco
muestras (Figura 8). De acuerdo con el andlisis de distancia de cddigo de barras de este
marcador, se forman dos grupos, el grupo 1 conformado por las muestras de piperaceas sin
identificacion taxondmica de especie, mientras que el grupo 2 es representado por P. maculosa,
P. tristachya, y P. peltilimba (Cuadro 5 y Anexo 3d).

P_maculosa_rpl32-trnL

0.988

P_peltilimba_rpl32-trnL

P_tristachya_rpl32-trnL

(— Peperomia28_Chico_rpl32-trnL
K L |

Figura 8. Cladograma para el marcador molecular rpl32-trnL de Peperomia sp. a partir de muestras
selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Alineacion
de secuencias a partir del algoritmo MUSCLE; el arbol consenso se gener6 a partir del método de
méxima verosimilitud y modelo Tamura 3-parametros; el analisis evolutivo se realiz6 en MEGA X. Nota:
El clado en azul es representado por las muestras de Piperaceael8y Peperomia28_Chico, mientras que
el clado en verde representa las especies P. tristachya, P. peltilimba y P. maculosa. Los nimeros en los
nodos son valores expresados como porcentajes de 1,000 iteraciones por el método bootstrap.

Piperaceae19_rpl32-trnL

004
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Cuadro 5. Grupos formados a partir del analisis de distancia (barcoding gap) por ABGD de las muestras
de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona de los
volcanes, Estado de México.

Marcador

Grupo Muestra
molecular
Peperomial_Amecameca_trnH-psbA; Peperomia2_Amecameca_trnH-psbA;
Peperomia3_Amecameca_trnH-psbA; Peperomiad_Amecameca_trnH-psbA;
Peperomia5_Amecameca_trnH-psbA; Peperomia6_Berro_trnH-psbA,;
Peperomia7_Berro_trnH-psbA; Peperomia8_Berro_trnH-psbA; Peperomia9_Berro_trnH-psbA,;
PeperomialO_Berro_trnH-psbA; Peperomiall_Berro_trnH-psbA; Peperomial2_Berro_trnH-
psbA,; Piperaceael8_ trnH-psbA; Piperaceael9_trnH-psbA; Piperaceae20_trnH-psbA,;
Piperaceae2l_trnH-psbA; Piperaceae22_trnH-psbA; Invernadero23_trnH-psbA;
Invernadero24_trnH-psbA; Invernadero25_trnH-psbA; Peperomia26_Chico_trnH-psbA,
Peperomia27_Chico_trnH-psbA; Peperomia28_Chico_trnH-psbA; Peperomia29_Chico_trnH-
psbA; Peperomia30_Chico_trnH-psbA; Peperomia33_Corral_trnH-psbA;
Peperomia34_Corral_trnH-psbA; Peperomia35_Corral_trnH-psbA 'y
Peperomia36_PPAHQr_trnH-psbA

trnH-psbA

2 P_maculosa_trnH-psbA y P_peltilimba_trnH-psbA

3 P_tristachya_trnH-psbA

Peperomial_Amecameca_rbcL; Peperomia2_Amecameca_ rbcl; Peperomia3_Amecameca_
rbcL; Peperomia4_Amecameca_ rbcl; Peperomia5_Amecameca_ rbcl; Peperomia6_Berro_
rbcL; Peperomia7_Berro_ rbcL; Peperomia8_ Berro_ rbcL; Peperomia9 Berro_ rbcL;
PeperomialO_Berro_ rbcL; Peperomiall_Berro_ rbcl; Peperomial2_Berro_ rbcl;
1 Piperaceael8_ rbcL; Piperaceael9 rbcL; Piperaceae20_ rbcL; Piperaceae21_ rbcL;
Piperaceae22_ rbcL; Invernadero23_ rbcL; Invernadero24_ rbclL; Invernadero25_ rbclL;
Peperomia26_Chico_ rbcL; Peperomia27_Chico_ rbcL; Peperomia28_Chico_ rbcL;
Peperomia29_Chico_ rbcL; Peperomia30_Chico_ rbcL; Peperomia33_Corral_ rbcL;

rbel. Peperomia34_Corral_ rbcL; Peperomia35_Corral_ rbcL y Peperomia36_PPAHgr_ rbcL

2 P_maculosa_rbcL

3 P_tristachya_rbcL

4 P_peltilimba_rbcL

Peperomial_Amecameca_ITS2; Peperomia2_Amecameca_ITS2;
Peperomia3_Amecameca_ITS2; Peperomiad_Amecameca_ITS2;
ITS2 1 Peperomia5_Amecameca_ITS2; Peperomia6_Berro_ITS2; Peperomia7_Berro_ITS2;
Peperomia8_Berro_ITS2; Peperomia9_Berro_ITS2; PeperomialO_Berro_ITS2;
Peperomiall_Berro_ITS2; Peperomial2_Berro_ITS2; Piperaceael8 ITS2;
Piperaceael9_ITS2; Piperaceae20_ITS2; Piperaceae21 ITS2; Piperaceae22_ITS2;
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Invernadero23_ITS2; Invernadero24_ITS2; Invernadero25_ITS2; Peperomia26_Chico_ITS2;
Peperomia27_Chico_ITS2; Peperomia28_Chico_ITS2; Peperomia29_Chico_ITS2;
Peperomia30_Chico_ITS2; Peperomia3l_Corral_ITS2; Peperomia32_Corral_ITS2;

Peperomia33_Corral_ITS2; Peperomia34_Corral_ITS2; Peperomia35_Corral_ITS2 y
Peperomia36_PPAHqr_ITS2

2 P_maculosa_ITS2; P_peltilimba_ITS2 y P_tristachya_ITS2
1 Piperaceael9_rpl32-trnL y Peperomia28_Chico_rpl32-trnL
rpl32-trnL
2 P_maculosa_rpl32-trnL; P_peltilimba_rpl32-trnL y P_tristachya_rpl32-trnL
Peperomial_Amecameca; Peperomia2_Amecameca; Peperomia3_Amecameca,
Peperomia4_Amecameca; Peperomia5_Amecameca; Peperomia6_Berro; Peperomia7_Berro;
Peperomia8_Berro; Peperomia9_Berro; PeperomialO_Berro; Peperomiall_Berro;
Secuencia 1 Peperomial2_Berro; Piperaceael8; Piperaceael9; Piperaceae20; Piperaceae?1;
concatenada: Piperaceae22; Invernadero23; Invernadero24; Invernadero25; Peperomia26_Chico;
trnH-psbA, Peperomia27_Chico; Peperomia28_Chico; Peperomia29_Chico; Peperomia30_Chico;
rbeL e ITS2 Peperomia33_Corral; Peperomia34_Corra; Peperomia35_Corral y Peperomia36_PPAHqr

2 P_maculosa; P_peltilimba y P_tristachya

En vista de que todos los marcadores moleculares lograron discriminar las muestras hasta nivel
de especie, para la elaboracion del coédigo de barras, se seleccionaron los marcadores
moleculares trnH-psbA, rbcL e ITS2. A pesar de que el marcador rpl32-trnL, también logré
separar todas las muestras de Peperomia sp. de P. tristachya, P. peltilimba y P. maculosa, se
opto6 por no utilizarlo debido a que s6lo se contaba con dos secuencias de Peperomia sp.

El cladograma construido a partir de la secuencia concatenada de estos marcadores, logré
discriminar el total de secuencias hasta nivel de especie, separando las muestras en dos clados,
por una parte, todas las secuencias de Peperomia sp. y en un segundo clado las secuencias de
las especies de P. tristachya, P. peltilimba y P. maculosa (Figura 9). Aunado a esto, el analisis
de distancia de cédigo de barras de la secuencia concatenada muestra que, a cualquier limite
de divergencia “P” siempre se forman dos grupos. El grupo 1, conformado por Peperomia sp.
(Peperomial — 5 _Amecameca) y otras poblaciones (Peperomia6 — 12_Berro, Piperaceael8 —
22, Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico, Peperomia3l — 35 Corral y Peperomia36),
mientras que el grupo dos se conforma por las especies P. maculosa, P. tristachya, y P.
peltilimba (Cuadro 5y Anexo 3e).
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Peperomia36_PPAHgr
Peperomia35_Corral
Peperomia34_Corral
Peperomia33_Corral
Peperomia30_Chico
Peperomia29_Chico
Peperomia28_Chico
Peperomia27_Chico
Peperomia26_Chico
Invernadero25
Invernadero24
Invernadero23
Piperaceae22
Piperaceae21
Piperaceae20
Piperaceae19
Peperomia12_Berro
0 ¢ Peperomia11_Berro
0 ¢ Peperomia10_Berro
0 ¢ Peperomia9_Berro
0 ¢ Peperomia8_Berro
0 ¢ Peperomia7_Berro
. 0 t Peperomia6_Berro
0
0
0
0
8

O OO0 OO0 O OO0 OO0 O O0OONW

Peperomia5_Amecameca
Peperomia4d_Amecameca
Peperomia3_Amecameca
Peperomia2_Amecameca
Peperomia1_Amecameca
Piperaceae18

1 P_tristachya
~—— 0.999 I P_maculosa
P_peltilimba

oo

Figura 9. Cladograma para la secuencia concatenada con los marcadores moleculares trnH-psbA, rbcL
e ITS2 de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona
de los volcanes, Estado de México. Alineacion de secuencias a partir del algoritmo MUSCLE; el arbol
consenso se genero a partir del método de méaxima verosimilitud y modelo Tamura 3-pardmetros; se
utilizé una distribucion Gamma discreta para modelar las diferencias de velocidad evolutiva entre los
sitios; el analisis evolutivo se realizé en MEGA X. Nota: El clado en color azul es representado por las
muestras de Peperomia sp. (Peperomial —5_Amecameca) y las diversas poblaciones de las cuales no
se conoce su identidad taxondémica de especie (Peperomia6 — 12 Berro, Piperaceael8 - 22,
Invernadero23 — 25, Peperomia26 — 30_Chico, Peperomia33 — 35_Corral y Peperomia36), el clado en
verde representa las especies P. tristachya, P. peltilimba y P. maculosa. Los numeros en los nodos son
valores expresados como porcentajes de 1,000 iteraciones por el método bootstrap.

5.3 Determinacién de identidad botanica

La identificacion taxondmica de la especie en cuestidon la llevé a cabo el Dr. Robert Bye y
colaboradores, primero, mediante un analisis molecular previo a los que se realizaron en el
presente trabajo para comparar la muestra contra la base de datos del GenBank (NCBI)
mediante la herramienta de busqueda Basic Local Alignament Search Tool (BLAST) y asi
conocer la familia a la que pertenece, y posteriormente, a través de la consulta de muestras de
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herbario y fotografias de las estructuras del ejemplar colectado se concluyé que la especie
conocida comunmente como berro en la zona de los volcanes en el Estado de México es
Peperomia hintonii Yunck (Figuras 10, 11y 12).

. W . A‘ t
Figura 10. Quelites (Peperomia hintonii) cosechados de un huerto en la zona
de los volcanes, Estado de México. Nota: Foto tomada por el Dr. Robert Bye.

Figura 11. Quelite Peperomia hintonii, de la zona de los volcanes en el Estado de México. Nota: a)
Detalle del quelite completo; b) Detalle de las hojas. Fotos tomadas por el Dr. Robert Bye.
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Figura 12. Fotos microscdpicas del quelite Peperomia hintonii, de la zona de los volcanes en el Estado
de México. Nota: a) Detalle de la inflorescencia; b) Detalle de las semillas. Fotos tomadas por el Dr.
Robert Bye y la Biol. Susana Guzman en el Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la Biodiversidad

an.

VI. Discusioén

El 95% de las extracciones de DNA se encontraron dentro de los rangos apropiados para el
cociente de pureza (Azs0/A2s0) Y contaminacion (Azso/A230) de acuerdo con la evaluacion del
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) (Matlock, 2015) a excepcion de las
muestras pertenecientes a la especie P. obtusifolia (Peperomia 15y 16) (Cuadro 4), por ello, en
un principio se infirié que la amplificacién de los marcadores moleculares no resultaria exitosa,
lo cual se confirmd al momento de llevar a cabo los PCR. Uno de los posibles motivos por el
cual se obtuvo este resultado negativo, es el estado del material vegetal ya que se tratd de hojas
contaminadas, probablemente con hongos y tejido foliar oxidado, lo que generé una
degradacion prematura del DNA interfiriendo con la eficiencia de la extraccion.

A pesar de la alta calidad del DNA extraido, no todos los marcadores moleculares lograron ser
amplificados en la totalidad de las muestras. En el caso del marcador molecular matK no se
logré amplificar, por lo que no fue posible evaluar su capacidad discriminativa. Entre los factores
gue pudieran explicar este resultado estan la afinidad que presentan los primers, que en el caso
de este marcador es muy variable (Kress y Erickson, 2012) o bien, la presencia de metabolitos
secundarios que pueden inhibir el proceso de la PCR (Chase et al. 2007; Raclariu et al., 2018);
ya que se conoce que la familia Piperaceae contiene compuestos como los fenilpropanoides,
lignanos y neolignanos, amidas alifaticas y arométicas, alcaloides, policétidos y cromenes
(Orjala et al., 1993; Benevides et al., 1999; Dodson et al., 2000; Silva et al., 2002; Cheng et al.,
2003; Lago et al., 2004). Cabe destacar que matK es reconocido y recomendado como un
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excelente marcador para plantas, debido a su alta discriminacién de especies; sin embargo, se
corrobora la idea de que en plantas no existen marcadores universales, y en cada grupo pueden
variar los resultados (Pennisi, 2007).

Respecto al marcador rpl32-trnL solamente amplificaron el 22.2% de las muestras, en la
electroforesis en gel de agarosa se observaron bandas dobles en la mayoria de las muestras
(Figura 4b). Este patrén esta asociado al gran tamafo de este amplicon (1018 pb en promedio;
Shaw et al., 2007) dificultando su obtencion y generando fragmentos mas pequefios (multiples
bandas); ademas, algunas muestras fueron imposibles de editar, por lo que sélo se analizaron
cinco muestras, no obstante, fueron suficientes para alcanzar a discriminar como distintos taxa
en los analisis realizados (Figura 8 y Cuadro 5). Aunque es un marcador poco explorado y
relativamente nuevo ofrece una gran variacion informativa (Shaw et al., 2007), sin embargo,
debido a su bajo porcentaje de amplificacion, se descarta el uso de este marcador para
identificar a P. hintonii.

Los marcadores rbcL y trnH-psbA amplificaron en un 94% de las muestras analizadas, las
accesiones de Peperomia3l_Corral y Peperomia32_Corral no generaron ningun amplicén lo
cual no corresponde ni a la concentracion ni calidad del DNA obtenidos. Si bien ambos
marcadores presentan una capacidad discriminativa 6ptima en ambos andlisis (Figuras 5y 6y
Cuadro 5) como ha sido reportado en diversos trabajos (Kress et al., 2005; Braukmann et al.,
2017), rbcL fue el tnico marcador capaz de separar las cuatro especies del género Peperomia
analizadas, tal vez relacionado a una mayor variabilidad; sin embargo, estos resultados
deberian corroborarse utilizando mas individuos de las especies en cuestion.

Por ultimo, ITS2, por su gran potencial como codigo de barras universal, ya que posee un alto
grado de éxito en la identificacion de distintos taxones de plantas (Chen et al., 2010; Han et al.,
2012), fue el tnico marcador que amplificé la totalidad de las muestras evaluadas, permitiendo
la separacién inequivoca de P. hintonii del resto de las especies analizadas. Por estos motivos,
se concatend a este marcador junto con rbcL y trnH-psbA para evaluar si se generaba un
marcador molecular de identidad més robusto.

El concatenado de los marcadores rbcL, trnH-psbA e ITS2, separ6 de manera contundente a
Peperomia hintonii del resto de las especies analizadas (Figura 9); sin embargo, no fue capaz
de discernir entre si en el andlisis de distancia a P. tristachya, P. peltilimba y P. maculosa, tal
como se logr6 con el marcador rbcL, por si solo (Cuadro 5). Lo que cuestiona si es
recomendable utilizar el concatenado de los tres marcadores o usarlos por separado, aunque
es claro que la suma de los sitios informativos genera un codigo de barras mas robusto, con lo
que se cumple el objetivo general de este trabajo. Ademas, cabe destacar que solamente se
contd con un individuo de cada una de las otras especies del género Peperomia, y debido a que
en un analisis de distancia se requiere de un gran numero de muestras para arrojar predicciones
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confiables (Wiemers y Fiedler, 2007), no se debe descartar que, tras el analisis de mas
muestras, la separacién de todos los taxa a través de dicho analisis pueda conseguirse.

Debido a la eficacia de los codigos de barras moleculares es cada vez mas comun su uso para
controlar la calidad del material vegetal que se comercializa nacional e internacionalmente
(Sucher y Carles, 2008; Palhares et al., 2015; Techen et al., 2014; De Boer et al., 2015; Mishra
et al., 2016; Heinrich y Anagnostou, 2017). En México son escasos los grupos de investigacion
gue han aplicado esta nueva herramienta, ademas, de estos pocos ejemplos, la generacion de
codigos de barras moleculares solo se ha utilizado para el control de calidad del material vegetal
empleado con fines medicinales (Cristians et al., 2018; Gesto-Borroto et al., 2019). Por lo tanto,
debido al incremento en la pérdida de biodiversidad, conocimiento y uso de diversas plantas
comestibles, en especifico de los quelites (Bye y Linares, 2000; Mera-Ovando et al., 2003;
Castro et al., 2011); los cuales recientemente han sido reconocidos como un excelente recurso
fitogenético (SNICS, 2018), es necesario aplicar esta herramienta al control de calidad del
material vegetal comercializado como alimento, generando una mayor cantidad de informacién
molecular de las plantas utiles del pais.

VIl.  Conclusiones

e EI DNA genomico extraido de las muestras de Peperomia sp. permitiéo la
amplificacion de los marcadores moleculares de cloroplasto y nuclear.

e El codigo de barras concatenando los marcadores rbcL, trnH-psbA e ITS2, permite
la identificacion inequivoca del quelite conocido como berro, P. hintonii, de la zona
de los volcanes en el Estado de México.

e Los marcadores matK y rpl32-trnL no fueron utiles para identificar a la especie de
estudio.

e Este trabajo constituye el primer ejemplo de la aplicacién de esta herramienta
molecular para la identificacibn de una especie comestible poco estudiada,
incrementando la escasa informacién molecular existente y complementando el
conocimiento etnobotanico de las plantas utiles de México.
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Anexos

Anexo 1. Listado de muestras de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas
poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México.

Registro / rotulado Muestra Peso (g)
Peperomia 1 Peperomia 1, 13-1X-18, Amecameca 0.0146
Peperomia 2 Peperomia 2, 13-1X-18, Amecameca 0.0084
Peperomia 3 Peperomia 3, 13-1X-18, Amecameca 0.0162
Peperomia 4 Peperomia 4, 13-1X-18, Amecameca 0.0183
Peperomia 5 Peperomia 5, 13-1X-18, Amecameca 0.0082
Peperomia 6 Berro, 22-VIII-18, 1 0.0177
Peperomia 7 Berro, 22-VIII-18, 2 0.0118
Peperomia 8 Berro, 22-VIII-18, 3 0.0144
Peperomia 9 Berro, 22-VIII-18, 4 0.0155
Peperomia 10 Berro, 22-VIII-18, 5 0.0126
Peperomia 11 Berro, 22-VIII-18, 6 0.0153
Peperomia 12 Berro, 22-VIII-18, 7 0.0121

PIP Peperomia peltilimba C.DC. ex

Peperomia 13 Trel., MCH/ PBL-QD, 2018 08 23 Bye 0.0207
Peperomia 14 PP Pepf:ﬁgg;g%_gcggzssmh’ DF 0.0218
Peperomia 15 PIP Pep;;ogili thfgigi;é;)y:. Dietr., 0.0211
Peperomia 16 PIP Peperomia obtusifolia (L.) A. Dietr., 0.0226

DF cult, 2018 08 26 Bye
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PIP Peperomia maculosa (L.) Hook,

Peperomia 17 MCH/DF 2018 08 24 Robert Bye 0.0201
Peperomia 18 Piperaceae Bye, 29 VIII 18, 1 0.0207
Peperomia 19 Piperaceae Bye, 29 VIII 18, 2 0.0210
Peperomia 20 Piperaceae Bye, 29 VIII 18, 3 0.0206
Peperomia 21 Piperaceae Bye, 29 VIII 18, 4 0.0218
Peperomia 22 Piperaceae Bye, 29 VIII 18, 5 0.0214
Peperomia 23 Invernadero Berro 2 22 VIII 18, Angel 0.0078
Peperomia 24 Invernadero Berro 3 22 VIII 18, Angel 0.0063
Peperomia 25 Invernadero Berro 10 22 VIII 18, Angel 0.0065
Peperomia 26 H1 Chico, 1 0.0201
Peperomia 27 H1 Chico, 2 0.0203
Peperomia 28 H1 Chico, 3 0.0203
Peperomia 29 H1 Chico, 4 0.0204
Peperomia 30 H1 Chico, 5 0.0202
Peperomia 31 H2 Corral PPA H2, 1 0.0204
Peperomia 32 H2 Corral PPA H2, 2 0.0207
Peperomia 33 H2 Corral PPA H2, 3 0.0206
Peperomia 34 H2 Corral PPA H2, 4 0.0203
Peperomia 35 H2 Corral PPA H2, 5 0.0202

Peperomia 36 PPA Hqg.r 394 0.0204



Anexo 2. Secuencias alineadas de los marcadores moleculares trnH-psbA, rbcL, ITS2 y rpl32-
trnL de las muestras de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas poblaciones
provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México.
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Peperomial Amecameca trnH-psbA
Peperomia2 Amecameca trnH-psbA
Peperomia3 Amecameca trnH-psbA
Peperomia4d Amecameca trnH-psbA
Peperomia5 Amecameca trnH-psbA
Peperomia6 Berro trnH-psbA
Peperomia7 Berro trnH-psbA
Peperomia8 Berro trnH-psbA
Peperomia9 Berro trnH-psbA
Peperomial0 Berro trnH-psbA
Peperomiall Berro trnH-psbA
Peperomial2 Berro trnH-psbA

P peltilimba trnH-psbA

P tristachya trnH-psbA

P maculosa trnH-psbA
Piperaceael8 trnH-psbA
Piperaceael9 trnH-psbA
Piperaceae20 trnH-psbA
Piperaceae21 trnH-psbA
Piperaceae2?2 trnH-psbA
Invernadero23 trnH-psbA
Invernadero24 trnH-psbA
Invernadero25 trnH-psbA
Peperomia26 Chico trnH-psbA
Peperomia27 Chico trnH-psbA
Peperomia28 Chico trnH-psbA
Peperomia29 Chico trnH-psbA
Peperomia30 Chico trnH-psbA
Peperomia33 Corral trnH-psbA
Peperomia34 Corral trnH-psbA
Peperomia35 Corral trnH-psbA
Peperomia36 PPAHqr trnH-psbA

Peperomial Amecameca trnH-psbA
Peperomia2 Amecameca trnH-psbA
Peperomia3 Amecameca trnH-psbA
Peperomia4 Amecameca trnH-psbA
Peperomia5 Amecameca trnH-psbA
Peperomia6 Berro trnH-psbA
Peperomia? Berro trnH-psbA
Peperomia8 Berro trnH-psbA
Peperomia9 Berro trnH-psbA
Peperomial0 Berro trnH-psbA
Peperomiall Berro trnH-psbA
Peperomial2 Berro trnH-psbA

P peltilimba trnH-psbA

P tristachya trnH-psbA

P maculosa trnH-psbA
Piperaceael8 trnH-psbA
Piperaceael9 trnH-psbA
Piperaceae20 trnH-psbA
Piperaceae21 trnH-psbA
Piperaceae2?2 trnH-psbA
Invernadero23 trnH-psbA
Invernadero24 trnH-psbA
Invernadero25 trnH-psbA
Peperomia26 Chico trnH-psbA
Peperomia27 Chico trnH-psbA
Peperomia28 Chico trnH-psbA
Peperomia29 Chico trnH-psbhA
Peperomia30 Chico trnH-psbA
Peperomia33 Corral trnH-psbA
Peperomia34 Corral trnH-psbA
Peperomia35 Corral trnH-psbA
Peperomia36 PPAHgr trnH-psbA

>>»>»>»>»>»2>>>»>>»>»>2>2>>>>>2>2>>>>>>>>>>>>

>>»>»>»>»>2>>>»>»>»>2>2>>>>>»2>2>>>>>>>>>>>>>

4444 4444444444444 A4A4-A4-A4AA4A4A4A4-4A4-4-4-44

OO00000606060600006060600000600000000o 0o

AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAT
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC

4 444 4444444444444 4A4-A4-A4A4A4A4444-4A4-4-4-44

AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -
AGG -

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AATT
AAGT
AAGT
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG
AAGG

AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG

AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAGC
AAGC
AAGC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC
AAAC

>>>»>>>>>»>>»>>»>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >
4 A4 A4 A4 A4 A A4 Ad A Ao AAAA4AA4AAAA-AA-A-A-A--

4 A4 A4 A4 A4 A A A A Ao A~ AA4AAAAAAAA-A-A-A--

>>»>»>»>»>2>>>»>>»>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >

TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

I T B B B L e T T e e T T M T T e B B S T B B T R B B S

TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG

B T T B B B L e M B T T e B B B e e B B S T R B T R I B I

AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AT
AG
AT
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG

AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC

4 A4 A4 4444 A4AAAA4AA4A4A4A4A4A4AAAAAAAAA4A4-A-4-4-

4 A4 A4 4444 A4AAAA4AA4A4A4A4A4A4AAAAAAAAA4A-A-4-4-

O0O00000000000000000000000000000O0

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAC
AAT
AAC
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC

AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC
AGCC

AAG
A G
A G
AG
A G
AG
A G
AG
AG
A G
AG
A G
A G
AG
A G
AG
A G
A G
AG
A G
AG
A G
A G
AG
A G
AG
AG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

>>»>»>»>»>»2>»>>»>»2>>»>»2>>>2>>>>>>>>>

>

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

4 A4 A4 A4 A4 A A4 A4 A4 A4+

41



rbcL

Peperomial Amecameca rbcL
Peperomia2 Amecameca rbcL
Peperomia3 Amecameca rbcL
Peperomia4 Amecameca rbcL
Peperomia5 Amecameca rbcL
Peperomia6 Berro rbcL
Peperomia7 Berro rbcL
Peperomia8 Berro rbcL
Peperomia9 Berro rbcL
Peperomial0 Berro rbcL
Peperomiall Berro rbcL
Peperomial2 Berro rbcL

P peltilimba rbcL

P tristachya rbcL

P maculosa rbcL
Piperaceael8 rbcL
Piperaceael9 rbcL
Piperaceae20 rbcL
Piperaceae21 rbcL
Piperaceae22 rbcL
Invernadero23 rbcL
Invernadero24 rbcL
Invernadero25 rbcL
Peperomia26 Chico rbcL
Peperomia27 Chico rbcL
Peperomia28 Chico rbcL
Peperomia29 Chico rbcL
Peperomia30 Chico rbcL
Peperomia33 Corral rbcL
Peperomia34 Corral rbcL
Peperomia35 Corral rbcL
Peperomia36 PPAHgr rbcL

Peperomial Amecameca rbcL
Peperomia2 Amecameca rbcL
Peperomia3 Amecameca rbcL
Peperomiad Amecameca rbcL
Peperomia5 Amecameca rbcL
Peperomia6 Berro rbcL
Peperomia7 Berro rbcL
Peperomia8 Berro rbcL
Peperomia9 Berro rbcL
Peperomial0 Berro rbcL
Peperomiall Berro rbcL
Peperomial2 Berro rbcL

P peltilimba rbcL

P tristachya rbcL

P maculosa rbcL
Piperaceael8 rbcL
Piperaceael9 rbcL
Piperaceae20 rbcL
Piperaceae21 rbcL
Piperaceae2?2 rbcL
Invernadero23 rbcL
Invernadero24 rbcL
Invernadero25 rbcL
Peperomia26 Chico rbcL
Peperomia27 Chico rbcL
Peperomia28 Chico rbcL
Peperomia29 Chico rbcL
Peperomia30 Chico rbcL
Peperomia33 Corral rbcL
Peperomia34 Corral rbcL
Peperomia35 Corral rbcL
Peperomia36 PPAHgr rbcL
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Peperomial Amecameca rbcL
Peperomia2 Amecameca rbcL
Peperomia3 Amecameca rbcL
Peperomia4d Amecameca rbcL
Peperomia5 Amecameca rbcL
Peperomia6 Berro rbcL
Peperomia7 Berro rbcL
Peperomia8 Berro rbcL
Peperomia9 Berro rbcL
Peperomial0 Berro rbcL
Peperomiall Berro rbcL
Peperomial2 Berro rbcL

P peltilimba rbcL

P tristachya rbcL

P maculosa rbcL
Piperaceael8 rbcL
Piperaceael9 rbcL
Piperaceae20 rbcL
Piperaceae2?1 rbcL
Piperaceae22 rbcL
Invernadero23 rbcL
Invernadero24 rbcL
Invernadero25 rbcL
Peperomia26 Chico rbcL
Peperomia27 Chico rbcL
Peperomia28 Chico rbcL
Peperomia29 Chico rbcL
Peperomia30 Chico rbcL
Peperomia33 Corral rbcL
Peperomia34 Corral rbcL
Peperomia35 Corral rbcL
Peperomia36 PPAHqr rbcL

Peperomial Amecameca rbcL
Peperomia2 Amecameca rbcL
Peperomia3 Amecameca rbcL
Peperomia4 Amecameca rbcL
Peperomia5 Amecameca rbcL
Peperomia6 Berro rbcL
Peperomia7 Berro rbcL
Peperomia8 Berro rbcL
Peperomia9 Berro rbcL
Peperomial0 Berro rbcL
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Peperomia28 Chico rbcL
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Peperomia34 Corral rbcL
Peperomia35 Corral rbcL
Peperomia36 PPAHgr rbcL

GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAACTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
GAGCTT
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC
CACCCC

A4 4 A4 4444444444 A4A4A4A4A4AA4A4AA4AA4A4-AA4A-4-A44

>>»>»>>»>»>»2>»>»>»2>>»>»2>2>>»2>2>>»>2>>»>»2>2>>>>>>>>

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC

OO 000606060

>
O
®

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC

ODO00006060606060a0

>
O
®

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC

OO0 00060606

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
TGG
TGG
TGG
TGG
TGG

A =4 A4 A4 A4 A4 A4A4A4AAA4AA4AAA4A-AAA-A4A4-A-44

R T B T B B e B R B e e e T e T T B T e B B B B I S B I P I
O0O000D000D00000000000000000000O00O0O0
BT T T T B R L B B R e B B e B B e B B B B T e e B I I R R

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG

O0O0O0000000000000000000000000000o0
O0O0O0000000000000000000000000000o0

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

AG
AG
AG

>>>>»>>>»>>>>>»>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >
BT T T T B R B B T B R T B B T B B T B R B R e e M i B B IR P I
OO0O0D000000000000000000000000000O0O0
B T B T B R B B T B B T B B T B B T B B B B B B B I B B I NP I

> > >

AG
AG
AG

> > >

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

AG
AG
AG
AG
AG
AG

> > > > > >

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

AG
AG
AG
AG
AG
A G

T T T T R L B e B B e B B T B I B B I TP B P B IS SR B

> > > > > >

=

AAGT
AAGT

OO0 0600606060600606006000606000600006000600 0
>>»>»>>»>»2>>>»2>»2>>»>»2>>>2>>>»>2>>>>>>>>>>>>
>>»>»>>»>»2>>>»2>»2>>»>»2>2>>»2>>>2>2>>»>2>>>>>>>>>

ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG
ACG

AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG

A A
A A
A A
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
A A
AA
A A
A A
A A
A A
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
A A
AA
A A
A A
A A
AA
AA
AA
AA

A =4 A4 A4 A4 A4 A AA4AA4A4AA4A-AA4AA4A-AA4A-AA-AA4A-4--
A =4 A4 A4 A4 A A A A A AAAAA4A—AA4AA4A-AAAAA-AA4A-4- -
OO0O000000000000000000000000000O0O0O0
OO0O0O0000000000000000000000000000O0

AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AGA
AGA
AGA
AGA

>>»>»>»>>>>»>»>»>2>2>>>>>2>>>>>>>>>>

>

O0O00D0D0000000000000000000000000O0O0
OO0O00D0D00D000000000000000000000O00O0O0
T T T T B B B T B B T B M T B B T B B (e B R S B T B B R R

AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT
AAAT

GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GG
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC

R T T T B B B T B R T B B T B B T B R B R e e M e M B I P I
B T T T B R B B T B R T B B T B B T B B B B R B B T B B I P I
>>>>»>>>»>>>>>»>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >
e T B T T B B B e B R T B B T B B T B B e B B B B I B B IR NP |
e T B T T B B B e B R T B B T B B T B B e B B B B I B B IR NP |

o000

GC

AC
AC
AC
AC
AC
AAC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AAC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
TGAAC
TGAAC
TGAAC

>>>»> > >

>>»>»>>»>»>> > > > >

T B T T B e B B T T R e B B e B R R e T T T T T T B B
OO0 0606000006000 0000000006000000600

>>»>»>>»> > > >

>>»>>»>>>>>»>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> > >
>>»>»>»>>»>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> > >
>>>>>>>>>>>>>>>>>06060>>>>>>>>>> > >
4444444 4444444444444 A4A4A4A4A4A4A4A4A4A4444
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> > >
4 A4 A4 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
cc
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
cc
ccC
ccC
ccC
ccC

Oo0o0o0

A A
A A
A A
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
A A
AA
A A
A A
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
A A
A A
AA
AA
AA
AA
AA

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG

AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC

R T T T B B B e B B I e M e B B T B B (R B B S B I R B I I I
BT T B T B R B B R T R T B B I R e B B B e I e T |
BT T B T B R B B R T R T B B I R e B B B e I e T |
O0O000D00000000000000A4A0000000000O0O0

O0O000000000000000000000000O0O0
OO 0006060600600606060606006000606060600606060 6

oo
[olN0)
- -

CGT
CGT

4 A4 A4 A A4 A4 A4 A4 AA4AAA4AA4A4AA4A-AA4AA4A-AAA-A4A-A-4-

OO0O00DO0000D0000000000000000000O0O0
R B e R B B B R T T T T T T T B T B B e e B I P B I B B B IV
O00D00000000000000000000000000O0O0O0
T T T T B T B B T B e T e T e i T e B e M B e B B R P B B IV
>>>»>>>»>>>»>>>»>>>>>>>>>>>>>>>>>>> >
T T T T B T B R L B B R e T B T B B e B B R e B R B B B I
e T T T B T B R T B R T B B B B T B B I e B IR P B B NP B AR |
PO OOOOOOOOOOOODOODODOODOOODOOODOOOOO® O
PO OOOOOOOOOOOODOODODOODOOODOOOOOOOO® O

ccC
ccC
ccC

O0O00000000000000000000000000000O0

44 A4 A4 4 A4 4444444444400+
O0O000D00000000000000000000000O00O0O0

45



Peperomial Amecameca rbcL
Peperomia2 Amecameca rbcL
Peperomia3 Amecameca rbcL
Peperomia4d Amecameca rbcL
Peperomia5 Amecameca rbcL
Peperomia6 Berro rbcL
Peperomia7 Berro rbcL
Peperomia8 Berro rbcL
Peperomia9 Berro rbcL
Peperomial0 Berro rbcL
Peperomiall Berro rbcL
Peperomial2 Berro rbcL

P peltilimba rbcL

P tristachya rbcL

P maculosa rbcL
Piperaceael8 rbcL
Piperaceael9 rbcL
Piperaceae20 rbcL
Piperaceae2?1 rbcL
Piperaceae22 rbcL
Invernadero23 rbcL
Invernadero24 rbcL
Invernadero25 rbcL
Peperomia26 Chico rbcL
Peperomia27 Chico rbcL
Peperomia28 Chico rbcL
Peperomia29 Chico rbcL
Peperomia30 Chico rbcL
Peperomia33 Corral rbcL
Peperomia34 Corral rbcL
Peperomia35 Corral rbcL
Peperomia36 PPAHqr rbcL

ITS2

Peperomial Amecameca ITS2
Peperomia2 Amecameca ITS2
Peperomia3 Amecameca ITS2
Peperomia4 Amecameca ITS2
Peperomia5 Amecameca ITS2
Peperomia6 Berro ITS2
Peperomia7 Berro ITS2
Peperomia8 Berro ITS2
Peperomia9 Berro ITS2
Peperomial0 Berro ITS2
Peperomiall Berro ITS2
Peperomial2 Berro ITS2

P peltilimba ITS2

P tristachya ITS2

P maculosa ITS2
Piperaceael8 ITS2
Piperaceael9 ITS2
Pipereceae20 ITS2
Piperaceae21 ITS2
Piperaceae22 ITS2
Invernadero23 ITS2
Invernadero24 ITS2
Invernadero25 ITS2
Peperomia26 Chico ITS2
Peperomia27 Chico ITS2
Peperomia28 Chico ITS2
Peperomia29 Chico ITS2
Peperomia30 Chico ITS2
Peperomia31 Corral ITS2
Peperomia32 Corral ITS2
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Peperomia33 Corral ITS2
Peperomia34 Corral ITS2
Peperomia35 Corral ITS2
Peperomia36 PPAHQr ITS2

Peperomial Amecameca ITS2
Peperomia2 Amecameca ITS2
Peperomia3 Amecameca ITS2
Peperomia4 Amecameca ITS2
Peperomia5 Amecameca ITS2
Peperomia6 Berro ITS2
Peperomia7 Berro ITS2
Peperomia8 Berro ITS2
Peperomia9 Berro ITS2
Peperomial0 Berro ITS2
Peperomiall Berro ITS2
Peperomial2 Berro ITS2

P peltilimba ITS2

P tristachya ITS2

P maculosa ITS2
Piperaceael8 ITS2
Piperaceael9 ITS2
Pipereceae20 ITS2
Piperaceae?l ITS2
Piperaceae22 ITS2
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Peperomia36 PPAHgr ITS2

Peperomial Amecameca ITS2
Peperomia2 Amecameca ITS2
Peperomia3 Amecameca ITS2
Peperomia4 Amecameca ITS2
Peperomia5 Amecameca ITS2
Peperomia6 Berro ITS2
Peperomia?7 Berro ITS2
Peperomia8 Berro ITS2
Peperomia9 Berro ITS2
Peperomial0 Berro ITS2
Peperomiall Berro ITS2
Peperomial2 Berro ITS2

P peltilimba ITS2

P tristachya ITS2

P maculosa ITS2
Piperaceael8 ITS2
Piperaceael9 ITS2
Pipereceae20 ITS2
Piperaceae21 ITS2
Piperaceae22 ITS2
Invernadero23 ITS2
Invernadero24 ITS2
Invernadero25 ITS2
Peperomia26 Chico ITS2
Peperomia27 Chico ITS2
Peperomia28 Chico ITS2
Peperomia29 Chico ITS2
Peperomia30 Chico ITS2
Peperomia31l Corral ITS2
Peperomia32 Corral ITS2
Peperomia33 Corral ITS2
Peperomia34 Corral ITS2
Peperomia35 Corral ITS2
Peperomia36 PPAHqr ITS2

Peperomial Amecameca ITS2
Peperomia2 Amecameca ITS2
Peperomia3 Amecameca ITS2
Peperomia4 Amecameca ITS2
Peperomia5 Amecameca ITS2
Peperomia6 Berro ITS2
Peperomia7 Berro ITS2
Peperomia8 Berro ITS2
Peperomia9 Berro ITS2
Peperomial0 Berro ITS2
Peperomiall Berro ITS2
Peperomial2 Berro ITS2

P peltilimba ITS2

P tristachya ITS2

P maculosa ITS2
Piperaceael8 ITS2
Piperaceael9 ITS2
Pipereceae20 ITS2
Piperaceae21 ITS2
Piperaceae22 ITS2
Invernadero23 ITS2
Invernadero24 ITS2
Invernadero25 ITS2
Peperomia26 Chico ITS2
Peperomia27 Chico ITS2
Peperomia28 Chico ITS2
Peperomia29 Chico ITS2
Peperomia30 Chico ITS2
Peperomia31l Corral ITS2
Peperomia32 Corral ITS2
Peperomia33 Corral ITS2
Peperomia34 Corral ITS2
Peperomia35 Corral ITS2
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Peperomia36 PPAHgr ITS2

Peperomial Amecameca ITS2
Peperomia2 Amecameca ITS2
Peperomia3 Amecameca ITS2
Peperomia4 Amecameca ITS2
Peperomia5 Amecameca ITS2
Peperomia6 Berro ITS2
Peperomia?7 Berro ITS2
Peperomia8 Berro ITS2
Peperomia9 Berro ITS2
Peperomial0 Berro ITS2
Peperomiall Berro ITS2
Peperomial2 Berro ITS2

P peltilimba ITS2

P tristachya ITS2

P maculosa ITS2
Piperaceael8 ITS2
Piperaceael9 ITS2
Pipereceae20 ITS2
Piperaceae21 ITS2
Piperaceae22 ITS2
Invernadero23 ITS2
Invernadero24 ITS2
Invernadero25 ITS2
Peperomia26 Chico ITS2
Peperomia27 Chico ITS2
Peperomia28 Chico ITS2
Peperomia29 Chico ITS2
Peperomia30 Chico ITS2
Peperomia31l Corral ITS2
Peperomia32 Corral ITS2
Peperomia33 Corral ITS2
Peperomia34 Corral ITS2
Peperomia35 Corral ITS2
Peperomia36 PPAHqr ITS2

rpl32-trnL

Piperaceael9 rpl32-trnL
Peperomia28 Chico rpl32-trnL
P peltilimba rpl32-trnL
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P maculosa rpl32-trnL

Piperaceael9 rpl32-trnL
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Piperaceael9 rpl32-trnL
Peperomia28 Chico rpl32-trnL
P peltilimba rpl32-trnL

P tristachya rpl32-trnL

P maculosa rpl32-trnL

Piperaceael9 rpl32-trnL
Peperomia28 Chico rpl32-trnL
P peltilimba rpl32-trnL

P tristachya rpl32-trnL

P maculosa rpl32-trnL
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P peltilimba rpl32-trnL
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P tristachya rpl32-trnL
P maculosa rpl32-trnL

Piperaceael9 rpl32-trnL
Peperomia28 Chico rpl32-trnL
P peltilimba rpl32-trnL
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Anexo 3. Andlisis de distancia por Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) de los
marcadores moleculares trnH-psbA, rbcL, ITS2 y rpl32-trnL de las muestras de Peperomia sp.
a partir de muestras selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes,
Estado de México.
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Anexo 3a. Particion para el marcador molecular trnH-psbA de Peperomia sp. a partir de muestras
selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Generada
a partir del método de descubrimiento automatico de la distancia del cddigo de barras (ABGD), la
distancia se midi6 mediante la distribucion de las diferencias por pares utilizando el modelo JC69 Jukes-
Cantor.

53



m Recursive Partition

o _ Initial Partition

silnoad Jon

-3

(=]
1

-]
=~
ek
wn
o

Bloe d
LT68" 8
gZee e
Svee e
Liga” e
GETE" &
IZE'E:

w
prior intraspecific divergence (P}

Anexo 3b. Particion para el marcador molecular rbcL de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de
distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Generada a partir del
método de descubrimiento automéatico de la distancia del cédigo de barras (ABGD), la distancia se midio
mediante la distribucion de las diferencias por pares utilizando el modelo JC69 Jukes-Cantor.
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Anexo 3c. Particién para el marcador molecular ITS2 de Peperomia sp. a partir de muestras selectas
de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Generada a partir
del método de descubrimiento automatico de la distancia del c6digo de barras (ABGD), la distancia se
midié mediante la distribucion de las diferencias por pares utilizando el modelo JC69 Jukes-Cantor.
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Anexo 3d. Particion para el marcador molecular rpl32-trnL de Peperomia sp. a partir de muestras
selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona de los volcanes, Estado de México. Generada
a partir del método de descubrimiento automatico de la distancia del cddigo de barras (ABGD), la
distancia se midi6 mediante la distribucion de las diferencias por pares utilizando el modelo JC69 Jukes-
Cantor.
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Anexo 3e. Particion para la secuencia concatenada con los marcadores moleculares trnH-psbA, rbcL e
ITS2 de Peperomia sp. a partir de muestras selectas de distintas poblaciones provenientes de la zona
de los volcanes, Estado de México. Generada a partir del método de descubrimiento automatico de la
distancia del cédigo de barras (ABGD), la distancia se midié mediante la distribucion de las diferencias
por pares utilizando el modelo JC69 Jukes-Cantor.
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