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RESUMEN

La presente investigacion, se basd en emplear la sistematica molecular para poder realizar de una
manera mas precisa la determinacion de las especies del género Dalbergia presentes en el estado
de Puebla. Para o cual, se extrajo, amplifico y se obtuvo secuencias de las muestras de ADN de
dichas especies (trabajando con una de las regiones mas variables ITS). Se construyeron arboles
filogenéticos con las muestras de Puebla y de la base de datos Genbank. También por medio de
investigacién bibliografica, se obtuvieron mapas de distribucién de estos taxa en México. Se
estim6 su diversidad genética, para descartar o afirmar la presencia de una especie o de nuevos
linajes. Después del andlisis, se concluyé que los individuos amplificados de las especies de
Puebla corresponden a los taxa Dalbergia cubilquitzensis, D. glabra, especies que se encuentran
distribuidas en el sur y centro de la Republica Mexicana. Dalbergia cubilquitzensis y D. glabra no
estaban registradas para el estado de Puebla. Una vez que se comparen las secuencias de éstas
especies con las de otras areas de distribucién se podra saber si es un mismo taxén o son mas
linajes. Por lo tanto, se recomienda que se sigan realizando mas estudios sobre el género
Dalbergia, para. identificar los taxones que lo constituyen y su distribucion. Estudios que seran

utiles, para facilitar su proteccion y conservacion.
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INTRODUCCION

El género Dalbergia pertenece a la familia de las Fabaceas o Leguminosas, cuenta con
aproximadamente 250 especies (Knoblauch, 2001). De acuerdo con Sotuyo et al., (2022), su
distribucién se encuentra en zonas tropicales del mundo Africa, Asia, Oceania y América. En esta
ultima, se distribuyen tanto en Centroamérica y Sudamérica. En México, se registran 20 especies
del género Dalbergia, de las presentes, 15 son maderables entre ellas D. granadillo, D.
congestiflora y D. stevensonii, de las cuales, seis son endémicas de acuerdo con la CONABIO
(2015). Las especies de Dalbergia son arboles deciduos, lianoides y arbustos decumbentes, se
distinguen por su tamafio, el cual varia (Khiem, 2017). Se pueden encontrar, arboles de 10 a 40
metros de altura y didametros (altura a nivel del pecho) de 40- 70 cm. El tronco es frecuentemente
arqueado o sinuoso, muchas veces corto, a veces ramificado desde la parte inferior, especialmente
cuando son juveniles (Khiem, 2017). En México, las especies Dalbergia granadillo, D. congestiflora
se distribuyen en el Pacifico desde Jalisco hasta Chiapas y en el Golfo, se encuentran
principalmente en Veracruz, aqui se registran las especies D. brownei, D. glabra y D. glomerata
(Sotuyo com. pers.). Para México, se reconocen cuatro grupos de especies de Dalbergia (clados
filogenéticos), los cuales, no son monofiléticos. El primer clado se conoce como Dalbergia
granadillo, éste, esta constituido por la especie D. granadillo, D. calycina y D. retusa, del ultimo
taxén mencionado, se reconocen dos variedades: D. retusa var. retusa y D. retusa var. cuscatlanica.
El segundo Clado D. glabra estd compuesto por las siguientes especies: Dalbergia glabra, D.
brownei, D. tabascana y D. chontalensis distribuido principalmente en México, Centroamérica. El
tercer Clado denominado D. ecastaphyllum, que comprende las especies de D. ecastaphyllum y D.
monetaria, donde hay registro de ellas en Africa. El cuarto clado, el de D. congestiflora, es el mas
grande, algunas de las especies que lo componen son: Dalbergia congestiflora (Romero, 2020), D.
cubilquitzensis, D. glomerata, D. luteola, D. palo-escrito, D. rachiflexa y D. stevensonii, las especies se
distribuyen en Centroamérica y Sudamérica (Sotuyo et al., 2022). Para el estado de Puebla,
Cervantes et al, (2019), menciona que se encuentra la especie D. congestiflora (sinénimo,
Amerimnon congestiflorum). Las especies de Dalbergia, se les conoce como granadillos o palo de
rosa (CCA, 2017). También cuentan con un alto valor econémico y ecoldégico (Vatanparast et al.,

2013). En cuanto su uso, varias especies de Dalbergia se han utilizado tradicionalmente para
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fabricar muebles de lujo, instrumentos musicales, mangos de cuchillos y artesanias, entre otros
objetos (CONABIO, 2021). De acuerdo con Vatanparast et al., (2013), menciona que, en el 2010, se
inicié con una alta demanda, a nivel mundial de Dalbergia como fuente de madera, a causa
principalmente por la expansion del mercado chino. Otras de las amenazas que enfrenta el género
Dalbergia son la sobreexplotacidn, la pérdida de habitat e incendios causados por actividades
antropogénicas (Diaz-Gallegos et al., 2010). Este grupo de especies se encuentra en peligro de
extincion, citados en la Lista Roja de la UICN. Ademas, estan puestas bajo proteccion por la
NOM-059-SEMARNAT-2010 (Romero, 2020), y por la Convencion sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2013). Por lo tanto, es recomendable
realizar estudios de las especies de Dalbergia, para proponer un mejor manejo. En el grupo hacen
falta estudios sobre la distribucion, la filogenia y la filogeografia, que ayuden a identificar y a
conservar las especies. En México, se encuentra solo una minima cantidad de informacién sobre
el estudio de las especies del género Dalbergia, utilizando la sistematica molecular. Este proyecto
de servicio social, aportara informacién al conocimiento del grupo y forma parte del proyecto
institucional “Filogenia y filogeografia de especies de Dalbergia de México y Centroamérica
dirigido por la Dra. Solange Sotuyo, Laboratorio de Sistematica Molecular Botanica II,
Departamento de Botanica en el Instituto de Biologia, de la Universidad Nacional Auténoma de

México (UNAM).

MARCO TEORICO

Historia de la identificacion molecular de organismos

El uso de marcadores moleculares para resolver problemas taxonémicos en plantas, se inicié en
1970, con la electroforesis de enzimas, (Gottlieb, 1971). Hacia 1980 las técnicas de manipulacién
y andlisis habian avanzado lo suficiente como para poder estudiar la variacion de ADN y ARN
(Moritz & Hillis, 1996). Las tres grandes areas de aplicacién de la sistematica molecular son la
estructura genética de poblaciones (como variacién geografica, heterocigosidad), delimitacién de
especies (incluyendo hibridos) e inferencia filogenética (Baverstock & Moritz, 1996); estas
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técnicas revolucionaron las investigaciones de la diversidad, ya que, a través de la secuencias del
ADN, los investigadores las utilizaron para definir reglas y diferenciar taxones, ya que la
identificacién de especies a partir de caracteristicas morfologicas, era sumamente dificil (Cardoso

etal, 2020).

Importancia de la sistematica molecular filogenética y la filogeografia

La filogenia es una herramienta que tiene la biologia evolutiva para expresar las relaciones
ancestro-descendiente entre organismos a partir de su ADN y ARN, morfologia, embriologia, etc.
(Martinazzo, 2011; Leopardi-Verde, 2021). Por otro lado, se encuentra la filogeografia, esta
trabaja con los componentes histéricos o filogenéticos de la distribucion espacial de linajes, de
genes y considera como ejes al tiempo y al espacio; estos ejes se mapean y ayudan a identificar
las barreras geograficas o ambientales que influenciaron en el material genético entre las

poblaciones (Martinazzo, 2011).

En los ultimos afos, ha habido un gran avance en los estudios sobre filogenética y filogeografia,
propiciado por las innovaciones tecnolégicas como es la Sistematica molecular, dicha sistematica
ha permitido disponer de una gran cantidad de informacioén sobre la variabilidad de los seres
vivos en forma de secuencias de ADN y la aplicacion de herramientas conocidas como
marcadores moleculares (un marcador molecular: es un loci genético, una parte del genoma) que
puede ser facilmente rastreado y cuantificado en una poblacién (o en un linaje) y que podria estar
asociado con un gen o un caracter de interés de cierta especie (Hayward et al, 2015; Cornejo &
Alvarez, 2016). El uso de esta tecnologia ha tenido avances tedricos, que han permitido emplear
sofisticados algoritmos y herramientas estadisticas en el estudio de los procesos evolutivos,

taxonémicos, biogeograficos, ecolégicos y de conservacién biolégica (Cornejo & Alvarez, 2016).

Sistematica molecular en la familia Fabaceae o Leguminosas, género Dalbergia en México

La sistemdatica molecular ha mejorado en gran medida la comprension de las relaciones

evolutivas en las leguminosas en las ultimas décadas, proporcionando la base para nuevas
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clasificaciones basadas en filogenias (Cardoso et al, 2020).

Lopez-Romero (2019) en su estudio de Leguminosas Colombianas IIl, menciona que la revista
Taxdn publico, una nueva clasificacion de subfamilia de las leguminosas, basada en una filogenia
integral bajo la autoria general del Grupo de trabajo de filogenia de leguminosas (LPWG); este
estudio brinda un fuerte apoyo, al nuevo arreglo de subfamilias. La nueva clasificacion abordo la
no monofila de la subfamilia Caesalpinioideae; cabe mencionar que la no monofilia fue
descubierta por Lavin et al. (2001), ellos fueron los primeros en reconocer la no monofilia de
Aeschynomene utilizando tres conjuntos de datos moleculares (ITS, matk-trnK y tmL) y
morfolégicos. Es importante mencionar que este analisis filogenético de leguminosas, es el mas
completo hasta la fecha, basado en las secuencias del gen matK e incluyendo un muestreo casi
completo de los géneros de leguminosas. La nueva clasificacién reconoce seis subfamilias
monofiléticas: Caesalpinioideae (que incluye al clado Mimosoide), Cercidoideae, Detarioideae,

Dialioideae, Duparquetioideae y Papilionoideae.

Dentro de las Papilionoideae, existe un grupo muy importante denominado el clado Dalbergioide,
conformado por los subclados Adesmia, Dalbergia y Pterocarpus, respaldados e identificados
principalmente con base en datos moleculares de cloroplasto (espaciador trnK /matKy el intrén

trnL), uno de los géneros mas importantes en las Dalbergioides es Dalbergia (Julio, L. 2022).

Por otra parte, Cardoso et al. (2020), estudiaron y analizaron todo el género de Aeschynomene,
analizando al clado Dalbergioide, empleando tres marcadores, uno nuclear y dos de cloroplasto
(RNA de transferencia ITS/5,85, los espaciadores intergénicos tmL y el gen matK). El estudio
llega a la conclusion de que Dalbergia es hermano de los géneros Machaerium y de la seccion

Scoparidae de Aeschynomene, a 1a que los autores nombran como Ctenodon .

Para el género Dalbergia se han realizado algunos intentos de reconstruir la filogenia, como fue el
caso de Vatanparast et al,, (2013) y de Sotuyo et al. (2022). Asi mismo, se han realizado algunos
trabajos filogeograficos. Por ejemplo, Santos (2008), quiso corroborar una hipdtesis sobre la
vicarianza entre Dalbergia nigra Allem. ex Benth. y Dalbergia miscolobium Benth. Empleando un
marcador de cloplasto (espaciador trnL) obtuvieron que los datos moleculares, coinciden con los

morfologicos presentados en la literatura, sin embargo, no confirman la hipotesis de vicarianza
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entre ambas especies.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar las técnicas de extraccién y amplificaciéon del ADN de las muestras de las especies
posiblemente nuevas en el estado de Puebla, utilizando secuencias de cloroplasto y marcadores

nucleares.

Objetivos particulares

- Realizar extraccion de ADN mediante el kit DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN, USA
modificado por CBOL (2009).

- Emplear el software MAFFT para la alineaciéon del ADN como base para la construccion de

arboles filogenéticos.

- Por medio de investigacion bibliografica obtener mapas de distribucion para cada
especie con bases de datos de GBIF, datos abiertos MEXU UNAM y los datos de las colectas

realizadas en campo.

- Estimar medidas de diversidad genética: riqueza alélica, porcién de sitios
segregantes, diversidad haplotipica ademas de la estructura genética y la

construccion de las redes de haplotipos para cada especie.

MATERIALES Y METODOS

Para la presente investigacidn se utilizaron algunas muestras de hojas que fueron obtenidas de
distintos herbarios (MEXU, INIREB, SERBO), complementando con muestras obtenidas en campo

en el estado de Puebla, México.



Extraccion y secuenciacion de ADN

De los individuos colectados en campo fueron almacenados en gel de silice, se tomaron
muestras para la extraccion de ADN gendémico de acuerdo con el protocolo descrito por el
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, USA), modificado por CBOL (2009). Para la cuantificaciéon
de cantidad y calidad del ADN, se us6 el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
USA). Posteriormente, para visualizar la integridad del ADN se visualizé con gel de agarosa
al 1% tefiido con red gel o gel red, un intercalante, seguido de esto se us6 una cadmara de
luz UV para visualizar el gel. Para realizar la amplificacidn se utiliz6 la region ITS, mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se emple6, la PCR Master Mix 2X
(Thermo Fisher Scientific), en un volumen final de 10 pl, siguiendo los protocolos
establecidos por la compaiiia. A la reaccion de PCR se le adicioné suero bovino fetal (BSA)
al 4%, asi como dimetil sulféxido (DMSO) al 1% en las reacciones de los ITS. También para
poder hacer la limpieza de los productos del (PCR) se emple6 el kit de limpieza GF-1
Ambiclean Kit (Gel PCR; Vivantis, Technologies), seguido de esto se preparo la reaccion de
secuenciacion (Sentido 5’- 3’ y de 3’- 5’) kit BigDye Terminator v3.1. Las reacciones en
sentido Forward y Reverse se enviaron a secuenciar al laboratorio de Secuenciacién
Genomica de Biodiversidad y la Salud del Instituto de Biologia, en un secuenciador 3730xl

(Thermo Fisher).
Analisis de datos

Las secuencias Forward y Reverse obtenidas se agruparon y ensamblaron por medio del
programa Seqtrace (Stucky, 2012), seguido de esto se guardaron en un formato FASTA para
posteriormente alinearlas automdaticamente utilizando el software MAFFT (Katoh et al,
2019). Los alineamientos fueron revisados a ojo para verificar que cada base diferente era
real y no un error de secuenciacion. Se utiliz6 este alineamiento como base para la
construccion de arboles filogenéticos utilizando métodos bayesianos y de parsimonia. Por

otra parte, para los mapas de distribucidn, se realiz6 una investigacion bibliografica, de



informacion de las georeferencias, en las bases de datos abiertas de la UNAM, Herbario
MEXU y GBIF. En cuanto a los andlisis filogeograficos se calcul6 medidas de diversidad
genética: riqueza alélica, porcidn de sitios segregantes, diversidad haplotipica (Rozas et al.,
2017) ademas de la estructura genética y la construccion de las redes de haplotipos para
cada especie por medio del software Popart (Leigh & Bryant, 2015). Para la realizacion de
los procesos antes descritos se utilizo informacion y datos, proporcionados por el grupo de
trabajo de la Dra. Sotuyo y el alumno Pedraza-Ortega E. (2022), al igual que su orientacion

y apoyo en todo momento.

RESULTADOS
Extraccion de ADN

De acuerdo a las muestras que ya se encontraban procesadas, extraidas del herbario
(MEXU, INIREB, SERVO) (Anexo 1 y 1.1), y algunas de campo, al someterlas al conteo
respecto a su calidad y pureza del ADN, en general se obtuvo que se encontraban dentro
del rango de aceptaciéon que son (260/280) menor o cercano 1 y (280/260) mayor o
cercano a 1, puede observarse en (Anexo 2 y 2.1). También se recaud6 informacién de
resultados de muestras procesadas del 2018-2022 donde arrojé el mismo resultado

(Anexo 2.2).

Empleo del software MAFFT y construccion de arboles filogenéticos

Las secuencias obtenidas, que fueron agrupadas, ensambladas por medio de software
SeqTrace (Stucky, 2012), en su mayoria eran de buena calidad; al ser alineadas por medio
del software MAFFT (Katoh et al,, 2019) y Aliview (Larsson, 2014), (Anexo 2.3), algunas
mostraban pequefias discrepancias entre si, pero si correspondian los cambios. Como
resultado del alineamiento, se pudo observar que estas muestras corresponden a la
especie Dalbergia cubilquitzensis, cabe de resaltar que esta pertenece al clado D.
congestiflora; también se encontr6 una especie que pertenece al clado D. glabra (Dalbergia

glabra).



Con base en estos datos, se realizé la construccién de un arbol filogenético con las
muestras de Puebla, México (Anexo 3), en conjunto con las secuencias obtenidas de
GenBank, estas especies son grupos externos e internos de los clados encontrados (D.
congestiflora y D. glabra), donde se puede observar que ambos clados D. congestiflora y D.
glabra, comparten mayor parentesco con las especies que se encuentran en Centroamérica

y Sudamérica, (Anexo 4)

Mapas de distribucion para cada especie en Puebla

De acuerdo a las Bases de datos del herbario MEXU, datos abiertos UNAM y los datos de las
colectas realizadas en campo, asi es como se encuentra la distribucién de la taxa del

género Dalbergia encontrados en Puebla, México:

NOTA: Mas adelante el grupo de trabajo de la Dra. Sotuyo van a incluir los nuevos
registros de las especies encontradas en en la base de datos abiertos MEXU, cuando los

ejemplares de herbario recolectados se incorporen a la coleccidn.

El siguiente mapa, muestra la distribucion de Dalbergia cubilquitzensis principalmente al

sur de México en los estados de Chiapas y Oaxaca (cuadrados color verde y rojo).
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Figura 2. Distribucion de especies de Dalbergia cubilquitzensis en México (MEXU,
2001)

Por ultimo, se puede apreciar, en el mapa por medio de cuadrados color verde y rojo, la
distribucién de Dalbergia glabra principalmente al sur de México en los estados de

Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Yucatan, Tabasco y Chiapas.
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Figura 3. Distribucion de especies de Dalbergia glabra en México (MEXU, 2001).

Estimacion de medidas de diversidad genética

Para las estimaciones de la diversidad haplotipica y nucleotidica, se utilizé el software
DnaSP v 6.12.03 (Rozas et al., 2017), para esto fue necesario ocupar las secuencias que
tenfan mayor calidad, para ello estas fueron alineadas por medio del programa MAFFT y
en un formato FASTA; posteriormente, se seleccionaron los datos y parametros de las
secuencias, para finalmente calcular los valores que se pueden observar en la (Cuadro 1).
En general se obtuvieron altos valores de diversidad genética, sin embargo, hay que
aclarar que el nimero de muestras que se ocuparon, no son tan significativas para poder

establecer dicho resultado como legitimo.
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Cuadro 1. Estimacion de medidas de Diversidad genética: Riqueza alélica, porcion de sitios segregantes,

diversidad haplotipica

Estimacion de medidas de Diversidad genética

Diversidad de nucleétidos (por sitio) Pi: 0.01
Varianza de muestreo de Pi: 0.00
Numero medio de diferencias de nucleétidos. 8.71
Numero de haplotipos, h: 11.00
Diversidad de haplotipos Hd: 0.98
Sitios segregantes 0.00
Varianza de la diversidad de haplotipos: 0,00

Para la construccién de red de haplotipos se empled el software Popart (Leigh & Bryant,

2015), por medio de circulos estan representadas cada una de las muestras, las

ramificaciones y las rayitas entre estas muestran cada uno de los cambios o mutaciones

que tuvieron cada una de estas especies.
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Figura 4. Red de haplotipos para los individuos encontrados en puebla. El tamafio del
nodo es proporcional a la frecuencia de haplotipos, ramas e intersecciones entre ellas

proporcionales al nimero de mutaciones para cada especie.
DISCUSION

De acuerdo con Cardoso et. al 2020, esta herramienta ha permitido mejorar en una gran
medida nuestra comprension de las relaciones evolutivas, ya que proporciona la base para
nuevos alineamientos filogenéticos. Hayward et al, 2015 y Cornejo & Alvarez, 2016,
mencionan que la sistematica molecular también ha permitido, poder disponer de una
gran cantidad de informacién sobre la variabilidad de los seres vivos en forma de
secuencias de ADN. Un ejemplo de ello en esta investigacion fue al poder realizar la
alineaciéon por medio del software MAFFT y construccién de arboles filogenéticos, gracias
a la obtencion de la informacién genética que arrojo estos estudios de las especies en

cuestion, por ejemplo, las secuencias de ADN para el ensamblaje e identificacion.

Al poder realizar la construccién de los arboles filogenéticos y el determinar la distribucién por

medio de mapas, se pudo identificar la relaciéon que tenian entre varias especies pertenecientes a



los clados hermanos que existen en todo el mundo y en México; teniendo asi, mayor cercania con
el Clado Dalbergia congestiflora y D. glabra (Sotuyo et al., 2022). También es importante
mencionar que, al realizar la busqueda bibliografica en cuanto a la distribucion de las taxas en la
base de datos The Global Biodiversity Information Facility (GIBF), se pudo encontrar datos mal
georeferenciados, donde se puede notar que se encuentra distribuidas en el estado de Durango e
incluso en un punto dentro del mar (Anexo 5); sin embargo, en la base de datos abiertos MEXU,
UNAM se pudo apreciar de manera precisa las referencias de cada una de las especies

encontradas.

De acuerdo con la CONABIO (2022), la diversidad genética es el nimero total de caracteristicas
genéticas dentro de cada especie, también permite que las especies tengan una mayor
probabilidad de sobrevivir a los cambios en el ambiente y permanecer a través del tiempo; para
poder medir esta se puede hacer por medio de la estimacidon de la diversidad de genes o el
numero de alelos por locus. Por lo tanto, es lo que se realizé con las especies de Dalbergia
encontradas en Puebla, de esta manera se pudo dar una vision donde se muestra el posible
estado en que se encuentran estas especies, ya como se mencioné en el anteriormente, a mayor
diversidad genética, mayor probabilidad tienen las especies de este género para sobrevivir y ver
los cambios que han sufrido a nivel genético a través del tiempo; aunque es importante
mencionar que esta estimacion de diversidad genética no cuenta con un numero de muestras
grande por lo tanto no es una muestra significativa que pueda determinar que la alta diversidad

genética sea verdadera.

CONCLUSION

El uso de las técnicas de sistematica molecular, como es la extracciéon de ADN por medio de
un kit estandarizado y uso de marcadores de cloroplastos, es una gran herramienta en la
actualidad, para poder identificar de una forma mads practica y asertiva las especies de

interés.

El utilizar el software MAFFT, proporcion6 una gran ventaja al momento de alinear las

secuencias de ADN, facilitando el procesamiento de las secuencias para la construccién de
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arboles filogenéticos.

Por otra parte, en esta investigacion, se descubrié que las especies ( Dalbergia
cubilquitzensis y D. glabra), también se encuentran, distribuidas el Estado de Puebla,
México, impactando de una manera positiva, ya que no habia registro de estos taxones en a
las bases de datos abiertos de la UNAM y Bases de datos de GBIF. Sin embargo, las tres

especies estan reportadas para los estados colindantes de Oaxaca y Veracruz.

También al calcular la riqueza de medidas de diversidad genética se pudo observar que se
encontraban valores altos, sin embargo, se concluyé que es necesario que se comparen con
los de las demas poblaciones de la especie para poder determinar con certeza estos
resultados, ya que comparar las muestras de un solo sitio para sacar conclusiones sobre la

variabilidad y diversidad genética de una especie no son tan significativas.

Por ultimo, alin no se puede concluir que los individuos de las poblaciones analizadas en el
presente estudio, corresponden a taxa nuevos. Dalbergia cubilquitzensis y D. glabra, se
encuentran distribuidas en el sur y centro de la Republica Mexicana y no se encontraban
registradas en Puebla. Una vez que, se realice el andlisis comparativo con las secuencias
generadas para otras partes del pais se sabra si dichos individuos corresponden a linajes
nuevos y el nimero de diferencias pueden considerarse como taxa potencialmente nuevos.
Por lo tanto, se recomienda que se sigan realizando mads estudios sobre el género
Dalbergia en todo el pais, la delimitacion de taxa que constituyen el género y su

distribucién, para poder facilitar su proteccién y conservacion.
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ANEXO 1.Gel limpieza PCR y amplificacion trnLF
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ANEXO 1.1.Gel de PCR trnLF
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09/06/2022 11:07 a.m.

# Sample ID User name | Date and Time | Nucleic Acid | Unit | A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280|260/230|Sample Type Factor
170 Lidia 09/06/2022 09:25:26 a.m. 670.3 ng/pl 13.405 9.478 1.41 0.58 DNA 50.00
2 171 Lidia 09/06/2022 09:27:43 a.m. |165.0 \ngfpl 3.300 1.675 1.97 |1.18 DNA |50.00
3 172 Lidia 109/06/2022 09:30:37 a.m. 678.5 ngfpl 13.570 7.258 187 1.11 DNA 50.00
4 173 Lidia 109/06/2022 09:32:50 a.m. 67.6 ng/pl 1.352 0.665 2.03 1.35 DNA 150,00
5 174 Lidia 09/06/2022 09:34:57 a.m. 13.4 ng/pl 0.268 0.160 167 0.93 DNA 50.00
6 175 Lidia 09/06/2022 09:36:51 a.m. |7.5 ngfpl 0.149 0.078 191 0.75 DNA 50.00
7 176 Lidia 09/06/2022 09:38:52 a.m. |10.5 Ing/ul 0.209 0.125 1.67 |0.67 |DNA |50.00
8 [177 Lidia 09/06/2022 09:40:48 a.m. |234.5 Ing/ul 4.690 12.308 2.03 [1.40 |DNA |50.00
9 178 Lidia 09/06/2022 09:42:54 a.m. |13.1 ngfpl 0.262 0.135 193 1.43 DNA 50.00
10179 Lidia 09/06/2022 09:44:42 a.m. |203.5 ng/ul 4.071 2.039 2.00 1.47 DMNA 50.00
11 180 Lidia 09/06/2022 09:46:39 a.m. |50.5 ngful 1.009 0.534 1.89 1.97 DNA 50.00
12 181 Lidia |09/06/2022 09:47:55 a.m. 9.6 ng/pl 0.193 0.114 1.70 11.04 DNA 150.00
13 182 Lidia 109/06/2022 09:49:07 a.m. |57.5 ‘ng/pl 1.150 10.575 2.00 1199 DNA |50.00
14 183 Lidia 09/06/2022 09:50:19 a.m. [19.2 ngfpl 0.385 0.234 1.64 0.56 DNA 50.00
15 184 Lidia 109/06/2022 09:52:15 a.m. 20.7 ngfpl 0.414 0.205 2.01 1.72 DNA 50.00
16 185 Lidia 09/06/2022 09:53:26 a.m. (323.1 ngful 6.461 3.159 2.05 1.42 DNA 50.00
17 186 Lidia |09/06/2022 09:54:47 a.m. 344.5 ng/ul 6.890 3.530 1.95 1.60 DNA 50.00
18/187 Lidia (09/06/2022 09:56:06 a.m. |543.9 \ng/ul 10.878 5.561 1.96 [1.74 DNA |50.00
19 188 Lidia (09/06/2022 09:57:17 a.m. 222.9 \ng/ul 4.458 2.224 2.00 11.86 DNA /50.00
20 189 Lidia (09/06/2022 09:58:49 a.m. 389.8 Ing/pl 7.795 3.835 2.03 [1.96 IDNA |50.00
21 190 Lidia 09/06/2022 10:00:27 a.m. 697.5 ngfpl 13.950 7.205 1.94 1.70 DNA 50.00
22|191-1 Lidia 09/06,/2022 10:01:46 a.m. |123.4 ngfpl | 2.469 1.345 1.84 0.91 DNA 50.00
23 191-2 Lidia 109/06/2022 10:03:03 a.m. |755.3 ngfpl 15.105 7.282 2.07 2.01 DNA 50.00
24 192 Lidia |09/06/2022 10:04:53 a.m. |737.7 ngfpl 14.753 7.120 2.07 12.01 DNA |50.00
25 193 Lidia 09/06/2022 10:07:05 a.m. |635.2 ng/pl 12.705 6.387 1.99 1.78 DMNA 50.00
26 194 Lidia 09/06/2022 10:08:24 a.m. |713.8 ng/pl 14.276 7.303 1.95 1.75 DMNA 50.00
27 196 Lidia 09/06/2022 10:11:31 a.m. 149.7 ng/ul 2.995 1.477 2.03 1.21 DMNA 50.00
28 197 Lidia |09/06/2022 10:13:22 a.m. 20.9 ng/pl 0.417 0.230 1.81 1.37 DMNA |50.00
29 198 Lidia 09/06/2022 10:14:40 a.m. |3.1 \ng/pl 0.063 0.034 1.84 10.02 DNA |50.00
30 199 Lidia 09/06/2022 10:15:46 a.m. |54.0 ng/pl 1.079 0.601 1.80 1.42 DNA 50.00
31 200 Lidia 09/06/2022 10:23:42 a.m. |10.5 Ing/pl 0.209 0.105 2.00 1.28 [DNA |50.00
32 201 Lidia 09/06/2022 10:25:16 a.m. 35.3 ng/pl 0.705 0.387 1.82 1.38 DNA 50.00
33 202 Lidia 09/06/2022 10:26:28 a.m. 206.8 ng/pl 4.136 2.200 1.88 1.38 DNA 50.00
34 203 Lidia 09/06/2022 10:27:23 a.m. [329.7 ng/pl 6.593 3.116 2.12 1.23 DNA 50.00

ANEXO 2. Tabla de concentraciones de ADN de las especies de Dalbergia.

09/06/2022 11:07 a.m.
# |Sample ID |User name]| Date and Time | Nucleic Acid | Unit|A260 (Abs) A280 (Abs)|260/280 260/230 Sample Type|Factor
35204 Lidia 09/06/2022 10:28:32 a.m. |43.1 ng/ul 0.862 0.453 1.90 1.63 DNA 50.00
36/205 Lidia |09/06/2022 10:29:39 a.m. 6.4 |ng/pl|0.129 10.076 |1.70 10.66 DNA 50.00
37|205-1 Lidia 09/06/2022 10:31:10 a.m. |157.9 ng/ul 3.158 2.074 1.52 0.58 DNA 50.00
38/206 Lidia 09/06/2022 10:32:24 a.m. |22.0 ng/ul|0.440 0.233 1.89 1.65 DNA 50.00
39 207 Lidia 09/06/2022 10:33:35 a.m. 168.3 ng/pl 3.366 1.730 1.95 1.20 DNA 50.00
40/208 Lidia 09/06/2022 10:34:41 a.m. |6.6 ng/pl|0.132 0.069 1.91 0.99 DNA 50.00
41/209 Lidia 09/06/2022 10:35:46 a.m. |19.6 ng/pl 0.391 0.248 1.58 0.21 DNA 50.00
42|210 Lidia 09/06/2022 10:37:04 a.m. |280.3 ng/ul 5.606 2.729 2.05 2.02 DNA 50.00
43212 Lidia |09/06/2022 10:38:30 a.m. |26.7 |ng/pl 0.534 10.292 11.83 10.96 DNA 50.00
44213 Lidia |09/06/2022 10:40:05 a.m. |24.6 |ng/ul 0.492 0.247 11.99 0.64 'DNA 50.00
45214 Lidia |09/06/2022 10:41:11 a.m. |67.1 |ng/pl|1.342 10.829 11.62 10.80 DNA 50.00
46215 Lidia 09/06/2022 10:42:32 a.m. |16.9 ng/ul 0.339 0.219 1.55 0.23 DNA 50.00
471105 Lidia 09/06/2022 10:46:44 a.m. |414.7 ng/pl 8.294 4.211 1.97 1.75 DNA 50.00
482813 Lidia 09/06/2022 10:47:57 a.m. |398.7 ng/ul 7.974 3.824 2.09 1.92 DNA 50.00
492814 Lidia 09/06/2022 10:49:26 a.m. |397.7 ng/pl | 7.954 3.969 2.00 1.75 DNA 50.00
502816 Lidia 09/06/2022 10:50:52 a.m. 360.7 ng/ul 7.214 3.555 2.03 1.84 DNA 50.00
512817 Lidia |09/06/2022 10:52:07 a.m. |165.3 |ng/pl|3.306 1.742 |1.90 1.41 DNA 50.00
521225 Lidia 09/06/2022 10:53:30 a.m. 80.3 ng/pl 1.606 0.798 2.01 1.89 DNA 50.00
53/13-1 Lidia |09/06/2022 10:55:11 a.m. |48.2 |ng/pl|0.963 0.528 1.82 1.36 DNA 50.00
54/13-2 Lidia 09/06/2022 10:56:47 a.m. |175.2 ng/ul 3.504 1.821 1.92 1.29 DNA 50.00
55/13-3 Lidia |09/06/2022 10:58:06 a.m. |199.5 |ng/pl|3.990 1.954 12.04 1.67 'DNA 50.00
5622 Lidia 09/06/2022 10:59:31 a.m. (4.7 ng/ul 0.094 0.061 1.53 0.64 DNA 50.00
57|50 Lidia 09/06/2022 11:00:47 a.m. |67.2 ng/ul|1.344 0.678 1.98 1.66 DNA 50.00
58 DO Lidia 09/06/2022 11:02:30 a.m. 2.7 ng/ul 0.054 0.037 1.46 0.55 DNA 50.00
59/DO Lidia |09/06/2022 11:03:49 a.m. |1.4 |ng/ul|0.028 10.006 |5.02 0.42 DNA 50.00

ANEXO 2.1. Tabla de concentraciones de ADN de las especies de Dalbergia.
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ANEXO 2.2. Tabla de concentraciones de ADN de las especies de Dalbergia.

|# Sample ID | User name{ Date and Time Nucleic Acid Unit| A260 (Abs) A280 (Abs)|260/280 260/230 Sample Type Factor
1 |140-3 Lidia 09/03/2018 12:38:17 p.m. 22.6 ng/pl|0.452 0.263 1.72 1.26 DNA 50.00
2 1401 Lidia {09/03/2018 12:32:14 p.m. 16.7 ng/pl 0.333 0.199 1.67 1.01 DNA 50.00
3 |140-2 Lidia 09/03/2018 12:36:03 p.m. 25.0 ng/pl|0.500 0.284 1.76 1.32 DNA 50.00
4 140-4 Lidia 109/03/2018 12:41:14 p.m. 9.7 ng/pl|0.194 0.115 1.69 1.07 DNA 50.00
5 |140-6 Lidia 09/03/2018 12:45:32 p.m. 20.5 ng/pl|0.411 0.242 1.70 1.27 DNA 50.00
6 |140-5 Lidia 109/03/2018 12:43:52 p.m. 17.4 ng/pl|0.348 0.207 1.68 1.05 DNA 50.00
7 |141-1 Lidia 09/03/2018 01:02:13 p.m. 14.6 ng/pl|0.292 0.173 1.69 0.39 DNA 50.00
8 |agua Lidia \09/03/2018 12:47:35 p.m. 0.7 ng/pl|0.015 0.000 117.65 0.51 DNA 50.00
9 |141-2 Lidia 09/03/2018 01:04:13 p.m. 19.7 ng/pl|0.395 0.190 2.08 1.26 DNA 50.00
110{141-3 Lidia \09/03/2018 01:06:18 p.m. 34.1 ng/pl|0.682 0.355 1.92 0.93 DNA 50.00
11|141-4 Lidia 09/03/2018 01:08:31 p.m. 14.9 ng/pl|0.297 0.153 1.95 0.61 DNA 50.00
112/141-5 Lidia \09/03/2018 01:10:53 p.m. 11.9 ng/pl|0.237 0.113 2.11 0.95 DNA 50.00
113]141-5 Lidia 09/03/2018 01:11:01 p.m. |12.1 ng/pl 0.241 0.118 2.05 0.93 DNA 50.00
14|141-6 Lidia [09/03/2018 01:12:36 p.m. 91.8 ng/pl|1.836 1.013 1.81 0.66 DNA 50.00
S Aliview - mafft-190922dalbergiaits. fasta - o *

File Edit Selection View Align Tools External commands Help

EREINS & A

Search

Pos (ungaped):

Selected seqs:

Cols:

Total selected chars:

Algnment :

12 sequences 788 pos.

ANEXO 2.3. Vista de alineamiento manual en el software Aliview.
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Tree scale: 0.01 ——————

KM276100 1 1 664
jq13

jq2

jglo

jqiz

jg4

KM276129 11 672
AB828622 1 1 640
EF451076 1 1 641
ABB828663 1 1 669
MNO76252 1 1 644
AB828662 11621
AB828626 1 1 640
KM521409

HG004883 1 1 800
AB828655
MH808442
KM521389 1 1 613
FRB854139

ANEXO 3. Arbol filogenético de muestras de Dalbergia en el estado de Puebla (en

color rojo) y especies de grupos hermanos internos-externos secuencias GenBank

(color negro).
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ANEXO 4. Mapa de distribucion de los clados pertenecientes al género Dalbergia: D.

ecastaphyllum (rojo), D. glabra (azul) y D. granadillo (morado). (tomado de Sotuyo
etal., 2022).




Generado ® OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

ANEXO 5. Distribucion de la especie Dalbergia glabra en México, segun la base de

datos The Global Biodiversity Information Facility (GIBF) (2021).

ANEXO 5.1. Distribucion de la especie Dalbergia cubilquitzensis en México, segun la

base de datos The Global Biodiversity Information Facility (GIBF) (2021).

26



