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RESUMEN: Dentro del género Cucurbita se encuentran especies de plantas
comunmente conocidas como “calabazas”. El género comprende alrededor de 20
taxa de los cuales, 15 se encuentran en México y cinco han sido domesticados,
siendo estos ultimos de gran importancia econdmica y culinaria para el pais y el
mundo. El objetivo de este trabajo fue estudiar las relaciones filogenéticas del
género Cucurbita y estimar las fechas de divergencia y las tasas de sustitucion
molecular de sus especies. Para esto, se amplificaron y secuenciaron seis
fragmentos de cloroplasto (afp/-alpH, psbD-trnT, psbJ-petA, rpl20-rps12, matK'y
rbcl) de 20 taxa del género. Se determind el modelo de mutacion de cada region y
se generaron inferencias filogenéticas utilizando métodos de Maxima Verosimilitud
e Inferencia Bayesiana. Las estimaciones de las fechas de divergencia y las tasas
de sustitucion molecular se realizaron mediante métodos bayesianos con un
modelo de reloj molecular relajado. Se obtuvo una filogenia del género Cucurbita
mejor resuelta que las reportadas previamente, con una clara definicién de los
grupos y altos valores de soporte de ramas. C. lundelliana es parte del grupo
Okeechobeensis y C. moschata del grupo Argyrosperma, mientras que C. ficifolia
no se afilié a algun grupo. Dentro del grupo Pepo se diferenciaron las subespecies
mexicanas (subespecies pepo y fraterna) de los taxa de Estados Unidos
(subespecie ovifera, variedades fexanay ozarkana). Por otro lado, el analisis de
las fechas de divergencia indicé un origen de 9.6 Ma (7.6-11.89 HPD 95%) para el
género, comenzando a diversificarse en las especies que conocemos actualmente
entre 1.75 Ma (0.73-3.1 HPD 95%) y 0.28 Ma (0.03-0.72 HPD 95%)
aproximadamente, siendo el grupo Okeechobeensis el mas reciente. La tasa de
sustitucion  molecular del género  Cucurbita fue de 0.0007
(sustituciones/sitio/millén de anos) siendo C. moschata la especie con una mayor
tasa de sustitucion molecular (0.0018 sustituciones/sitio/millén de afos). El género

presento una tasa de diversificacion de 0.364 spp/millén de afos, posiblemente
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relacionado a los eventos durante el pleistoceno y a su relacion con sus

polinizadores.

ABSTRACT: Within the genus Cucurbita, there are plant species commonly known
as "pumpkins". The genus comprises about 20 taxa of which 15 are distribute in
Mexico and five have been domesticated, being of great economic and culinary
importance for the country and the world. The aim of this work was to study the
phylogenetic relationships of the genus Cucurbita and to estimate divergence
dates and rates of molecular substitution for each species. For this, we amplified
and sequenced chloroplast fragments (afp/l-atpH, psbD-trnT, psbJ-petA, rpl20-
ns12, matK and rbcl) from 20 taxa of the genus. The mutation model of each
region was determined and phylogenetic inferences were generated using
Maximum Likelihood and Bayesian Inference methods. Estimates of divergence
dates and rates of molecular substitution were performed using Bayesian methods
with a relaxed molecular clock model. We obtained a better resolved phylogeny of
the genus Cucurbita better resolved than previously reported, with a clear definition
of the groups and high values of branch support. C. lundelliana formed part of the
group Okeechobeensis and C. moschata of the group Argyrosperma, while C.
ficifolia did not join any group. Within the Pepo group, mexican subspecies (pepo
and fraterna) were differentiated from the US taxa (subspecies ovifera and
varieties texana and ozarkana). On the other hand, analysis of dates of divergence
indicated an origin of 9.6 My (7.6-11.89 HPD 95%) for the genus, with
diversification of current known species from approximately 1.75 My (0.73-3.1 HPD
95%) to 0.28 My (0.03 to 0.72 95% HPD), being the group Okeechobeensis the
most recent. The molecular substitution rate of the genus Cucurbita was 0.0007

(substitutions / site / million years) and the species C. moschata showed the
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highest rate of molecular substitution (0.0018 substitutions / site / million years).
The genus has a diversification rate of 0.364 spp/ million years, possibly related to

events during the Pleistocene and their relationship with their pollinators.
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INTRODUCCION

De acuerdo con la teoria de la evolucion, todos los organismos proviene de un
ancestro comun y por medio de diferentes mecanismos evolutivos como son la
seleccion natural, mutacién, deriva génica, endogamia y flujo genético, las
poblaciones van cambiando sus niveles de variacion genética, dando como
resultado la biodiversidad que existe hoy en dia (Lemey ef al., 2009).

Sin embargo, es dificil determinar el momento exacto de cuando se forma
una especie nueva y en ocasiones diferenciar una de otra mas alla de sus
caracteristicas morfolégicas. Mayr en 1969 propusé el concepto biolégico de
especie como “un grupo de poblaciones que se pueden cruzar real o
potencialmente y que en la naturaleza estan aisladas de todos los otros grupos”,
aunque este concepto no incluye a los organismos hibridos o a los procariontes
gue no poseen reproduccion sexual. Por lo que, desde el punto de vista de la
filogenética, una especie esta formada por aquellos organismos que son
monofiléticos y comparten una o mas caracteristicas unicas derivadas y por lo
tanto, las especies tienen un conjunto de genes distintos, diferente morfologia,
fisiologia y adaptacién al nicho ecologico de las otras especies (Klug ef al,
2006).

Para investigar la evoluciéon y la relacion entre genes y organismos se
utilizan diferentes tipos de datos y analisis. Una manera clasica de estimar las
relaciones entre especies es comparando caracteres morfolégicos. Sin embargo,
en la actualidad se esta utilizando cada vez mas informacién molecular
(secuencias nucleotidicas y de aminoacidos) para inferir las relaciones

filogenéticas (Lemey ef al., 2009).




La invencién de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
en la década de 1980 coloc6d al ADN como la fuente mas importante de datos
moleculares en estudios superiores al nivel de la especie. Debido a que los
caracteres tradicionales son determinados por los genes, el uso de secuencias
de ADN se puede considerar una manera mas directa de observar diferencias
heredables entre especies (Gernandt ef al., 2007; Rodriguez, 2013).

Las regiones variables o regiones no codificadoras (espaciadoras,
intrones) son utiles para resolver parentescos cercanos (géneros, especies,
variedades), utilizandose el genoma nuclear, el mitocondrial y, en su caso, el
cloroplasto (Moreno, 2005).

El genoma del cloroplasto ha sido utilizado con frecuencia en estudios
filogenéticos de plantas (Chase et al, 1993; Eguiarte, 1995), ya que tiene la
ventaja de poseer un alto numero de copias, haciendo facil la amplificacion por
PCR, incluso en muestras de ADN degradadas (Schaal ef al., 1998).

Asi mismo, las tasas de evolucién indican que los genes del cloroplasto
pueden ayudar a establecer relaciones entre familias y a veces entre géneros
(Chase et al., 1993; Eguiarte, 1995). Debido a que se ha estimado que para
substituciones sinbnimas (cambios en la secuencia de ADN que no modifican los
aminoacidos), los genes del cloroplasto cambian entre 2 y 3 veces mas rapido en
comparacion con la mitocondria, mientras que los genes nucleares entre 10y 15
veces mas rapido. En cuanto a las substituciones no sinébnimas (cambios en la
secuencia de ADN que si modifican los aminoacidos) casi no hay diferencias
entre mitocondria y cloroplasto, y es s6lo un poco mas rapida en el nucleo (Wolfe
etal., 1987).

Por otro lado, se debe considerar que el genoma de cloroplasto sélo

representa la historia del linaje materno. Sin embargo, la falta de recombinacién




facilita los analisis moleculares, ya que los alelos sélo pueden ser generados por
mutaciéon y es posible reconstruir su genealogia, debido a que un alelo no va a
surgir de otros alelos por eventos de recombinacion, como sucede con los genes

nucleares (Eguiarte ef al., 2003).

FILOGENIAS MOLECULARES

La filogenia es el estudio de las relaciones de parentesco entre los distintos
grupos de seres vivos. En los ultimos afos, al desarrollarse nuevos métodos
experimentales ha surgido el estudio de la filogenia con métodos moleculares, es
decir, el estudio de las relaciones filogenéticas basado en las secuencias de
nucledtidos o de aminoacidos.

El criterio general para investigar las relaciones filogenéticas son las
homologias. Una homologia es una caracteristica familiar, propia del grupo, que
no depende de las condiciones ambientales o del desarrollo y diversificacion de
una rama, sino que se mantiene inalterable en la linea desde su aparicion
(Meléndez ef al., 1997).

La obtencion de filogenias moleculares se basa en la seleccidn,
amplificacion y secuenciaciéon de regiones de ADN nuclear, de cloroplasto (en
plantas) y mitocondrial (de uso frecuente en animales y esporadico en algunas
familias de plantas), las cuales son revisadas y alineadas en funcién de sus
homologias y posteriormente analizadas bajo los supuestos de los distintos
métodos de reconstruccion filogenética. El resultado del analisis de dichas
secuencias bajo los distintos métodos de inferencia, es uno o mas arboles de
genes que representan las relaciones evolutivas de las muestras analizadas. A

partir de estos arboles, si el muestreo taxondmico y de regiones ha sido




adecuado, se pueden realizar inferencias sobre las relaciones evolutivas de las

especies (Valcarcel, s.f.).

Métodos de inferencia filogenética

Los métodos para reconstruir arboles filogenéticos basados en datos
moleculares pueden agruparse de acuerdo al tipo de datos que estos utilicen

(Tabla 1).

Existen dos tipos principales de métodos de reconstruccion filogenética: 1)
los que utilizan distancias genéticas, siendo el método Neighbor-joining (NJ) de
los mas conocidos. Estos asumen que todas las secuencias cambian con la
misma tasa evolutiva (por lo que se consideran métodos no muy fiables)
generando matrices de distancia; y 2) los basados en caracteres, como los
métodos de maxima parsimonia (MP), de maxima verosimilitud (MV) (en inglés,
Maximum Likelihood) y de inferencia Bayesiana (IB). Dentro de los métodos
basados en caracteres, MV e IB (a diferencia de MP) son métodos
probabilisticos que tratan la inferencia filogenética como un problema estadistico,
y utilizan modelos explicitos de evolucion molecular para el calculo de

probabilidades (Swofford ef al., 1992; Lemey ef al., 2009).

e Maxima Parsimonia (MP): tiene como objetivo encontrar la topologia de arbol
para un conjunto de secuencias alineadas que se puede explicar con el
menor numero de cambios de caracter (substituciones). Para una topologia
particular, el algoritmo de MP infiere, para cada posicion de cada secuencia,
el numero minimo de cambios de caracter requeridos a lo largo de sus ramas
para explicar los estados observados en los nodos terminales. La suma de

esta puntuacion, para todas las posiciones, se llama la longitud de parsimonia




de un arbol y ésta se calcula para diferentes topologias de arboles. Cuando
se han evaluado un numero razonable de topologias, el arbol que requiere el
minimo numero de cambios se selecciona como el arbol de maxima
parsimonia. Sin embargo, MP asume que un caracter comun es directamente
heredado de un ancestro comun y eso sobreestima la divergencia real de los

taxa relacionados (Lemey ef al., 2009).

Maxima Verosimilitud (MV): El principio de MV se define como la probabilidad
de que un modelo de evolucibn dado (de nucledtidos, codones o
aminoacidos) y una historia evolutiva hipotética (el arbol) hayan dado lugar a
los datos observados (alineamiento de secuencias). El arbol de MV es aquél
que tiene la mayor probabilidad de haber generado los datos observados, y
por tanto se prefiere como hipdtesis filogenética, es decir, sera aquél que
tiene el mayor valor de verosimilitud (menor InL) entre todos los arboles
evaluados durante la busqueda heuristica (Felsenstein, 1981; Swofford ef al.

1992; Lemey et al., 2009).

Inferencia Bayesiana (IB): La inferencia Bayesiana (IB) se basa en el calculo
de la probabilidad posterior de un arbol, esto es, la probabilidad de que dicho
arbol sea correcto de acuerdo a los datos y un modelo evolutivo. La
probabilidad posterior se calcula mediante el teorema de Bayes, segun el cual
la probabilidad posterior de un arbol, es proporcional a su probabilidad previa,
multiplicada por su verosimilitud (o probabilidad de los datos dados, un arbol
y modelo evolutivo). Para estos analisis, dado que no hay una solucién
exacta, se utilizan algoritmos MCMC (Markov Chain Monte Carlo) con lo cual

se obtiene una aproximacioén de la distribucion de la probabilidad posterior. La




aproximacion de la probabilidad posterior sera mas exacta cuantas mas
generaciones se evaluen en la cadena de MCMC. Durante las generaciones
iniciales de las cadenas MCMC, los arboles suelen tener una probabilidad
posterior baja, esto se conoce como la fase de burn-in o calentamiento. Para
la estimacidon del arbol final es necesario descartar los arboles del burn-in
(generalmente el 25% de los arboles generados) y el resto de arboles con
probabilidad posterior elevada se resumen mediante un arbol consenso de

mayoria (Hastings, 1970; Ronquist ef a/, 2009; Lemey ef al. 2009).

Los métodos de Maxima verosimilitud e Inferencia Bayesiana, por lo general son
los mas utilizados para resolver filogenias moleculares, debido a sus soporte
estadistico ya que ayudan en la evaluacién de la fiabilidad de la topologia
generada (Lemey ef al. 2009), por lo que en este trabajo son ocupados ambos

métodos.

TABLA 1. Clasificaciéon de los métodos de analisis filogenéticos y sus estrategias.

Tomado de Lemey ef al. (2009).

Criterio 6ptimo Agrupamiento

Maxima Parsimonia (MP)

Basados en Caracter Maxima Verosimilitud (ML)

Inferencia Bayesiana (IB)

Fitch-Margoliash UPGMA

Matriz de Distancias Neighbor-joining (NJ)




Reloj Molecular

Entre 1962 y 1965, antes de que Kimura postulara la teoria neutral de la evolucién
(1968), Zuckerkand! y Pauling publicaron dos articulos fundamentales sobre las
tasas evolutivas de las proteinas. Ellos observaron que la distancia genética entre
dos secuencias que codificaban para la misma proteina, pero de dos especies
diferentes, se incrementaba linealmente con el tiempo de divergencia entre las dos
especies, esto mismo lo observaron para otras proteinas. Por lo anterior
Zuckerkandl y Pauling, propusieron que la tasa evolutiva para cualquier proteina
es relativamente constante a través del tiempo (Lemey ef al, 2009). Asumiendo
esto, las diferencias entre secuencias de aminoacidos y nucleétidos de dos
especies, puede servir como reloj molecular, indicando el tiempo desde que esas
dos especies divergieron de un ancestro comun. Segun Kimura (1968), la idea de
reloj molecular es consistente con la teoria neutral de la evolucidn, ya que las
tasas de sustitucion son iguales a las tasas de mutacion (v) de un locus y éstas
son constantes a través del tiempo, asi el tiempo esperado entre sustituciones
neutras es 1/u (Hedrick, 2011). Por lo que si dos taxa comparten un ancestro
comun, entonces estas deben de haber acumulado mas o menos el mismo

numero de sustituciones durante un tiempo ¢ (Lemey ef al,, 2009).

La hipotesis del reloj molecular proporciona una valiosa herramienta para la
construccion de escalas de tiempo evolutivas, y ha servido como un modelo nulo
para estudios evolutivos y de tasas de mutacion en diferentes especies. Asi mismo
ha proporcionado un marco para la estimacion de los tiempos de divergencia de
las poblaciones y especies, la diversificacion de las familias de genes y el origen

de la variacion en las secuencias de ADN (Kumar, 2003).




Tasas de diversificacion

La reconstruccion de filogenias, ademas de permitir conocer la relacion de
parentesco que existe entre los seres vivos, también son utilizadas para
estudiar los procesos evolutivos involucrados en la generacion de la
biodiversidad actual, es decir, la diversificacion, el tempo y el modo de la
aparicion de las distintas ramas en un arbol filogenético. El analisis de la manera
en que un arbol filogenético ha ramificado es crucial para entender los
mecanismos que han hecho posible la generacién de los distintos linajes de un
grupo a lo largo del tiempo (Barraclough y Nee, 2001; Ricklefs, 2007). Por lo que,
a partir de una filogenia datada, es posible estimar la tasa de diversificacion, la
velocidad a la que se han generado especies por unidad de tiempo en un grupo
taxondmico determinado. Estas tasas pueden ser extraordinariamente diferentes
en distintos grupos, fruto de sus distintas dinamicas evolutivas y ecoldgicas

(Castresana, 2010).

GENERO CUCURBITA

El género Cucurbita pertenece al orden Cucurbitales, a la familia Cucurbitaceae,
subfamilia Cucurbitoideae, y a la tribu Cucurbiteae (Jeffrey, 1990). Dentro de la
familia Cucurbitaceaea se agrupan 800 especies y 130 géneros. Algunas de
estas especies son de gran importancia econémica, tal es el caso de la calabaza
(Cucurbita pepo), el melon (Cucumis melo), la sandia (Citrullus lanatus), el
pepino (Cucumis safivus), asi mismo géneros también importantes como
Sechium (chayote), Luffa (utilizada como esponja) y Lagenaria (calabaza de

peregrino) (Kocyan et al., 2007).




Dentro del género Cucurbita, se encuentran especies de plantas
comunmente conocidas con los nombres de "calabazas", "zapallos" o mediante
numerosos nombres en lenguas indigenas. En los paises anglosajones se les
denomina "squashes", "pumpkins" o "gourds". Actualmente se reconocen como
estrictamente americanas, pues todos los miembros de este género crecen
espontaneamente o fueron domesticados en América (Lira ef al., 1995; Sanjur et
al., 2002).

Las plantas silvestres y domesticadas de Cucurbita son plantas anuales o
perennes, monoicas, rastreras a trepadoras (subarbustivas en algunos cultivares
comerciales). Sus flores son gamopétalas con corolas tubulares-campanuladas y
muy vistosas, de color amarillo palido a amarillo-anaranjado brillante. Las flores
masculinas o estaminadas tienen estambres estructurados a manera de una
columna, con filamentos libres 0 mas o menos coherentes y anteras soldadas
formando una estructura cilindrica o angostamente piramidal. Las flores
femeninas o pistiladas tienen ovario infero con numerosos évulos en posicion
horizontal, estilos fusionados casi en toda su longitud o s6lo cortamente libres en
el apice, estigmas grandes, carnosos y mas o menos hendidos o lobulados. Las
flores son polinizadas por especies de abejas solitarias de los géneros
Peponapis 'y Xenoglossa (Hurd et al., 1971; Lira et al., 2009)

Los frutos de las especies del género Cucurbita son del tipo pepo y en las
plantas domesticadas se producen en una gran diversidad de formas, tamafos,
colores, tipos de superficies etc., mientras que en las plantas silvestres son
relativamente uniformes en cuanto a su forma (globosos, ovoides o raramente
piriformes), superficie (generalmente lisa o sin ornamentaciones), coloracion
(blancos, amarillentos o verdes con o sin manchas y/o franjas) y de tamano

comparativamente pequefio (Nee, 1990). Todas las especies de Cucurbita tienen




20 pares de cromosomas, y se ha propuesto que el género es un antiguo
tetraploide (Whitaker y Bemis, 1965; Lira ef al., 2009).

El uso mas importante al que se han destinado las plantas domesticadas
de Cucurbita es el alimenticio, no solo en Latinoamérica, sino también en
muchas otras regiones del mundo. Los frutos (inmaduros y/o maduros) y las
semillas de estas plantas, son las partes mas comunmente empleadas con este
proposito, mientras que las flores (generalmente las estaminadas o masculinas)
y las partes tiernas de los tallos (conocidas en varios paises como “puntas de las
guias") se utilizan en menor escala (Nee, 1990; Lira ef al., 2009).

Este género comprende 20 taxa, de los cuales 15 se encuentran en
México (Tabla 2). Por las caracteristicas ecoldgicas de sus habitats y por la
duracion de su ciclo de vida, tradicionalmente han sido divididas en dos grandes
grupos: las especies xerofiticas, con raices tuberiformes perennes de
almacenamiento; y las especies de habitats mas o menos mesofiticos, anuales o
perennes de vida corta, pero cuyas raices son fibrosas. Dentro de este ultimo
grupo se incluyen cinco taxa de plantas domesticadas (C. argyrosperma Huber
ssp. argyrosperma, C. ficifolia Bouché, C. maxima Duch. ex Lam. ssp. maxima,
C. moschata (Duch. ex Lam.) Duch. ex Poir. y C. pepo L. ssp. pepo), cuya
variacion morfologica, principalmente a nivel de los frutos y las semillas es

extraordinaria (Anexo 1) (Whitaker y Bemis, 1965; Nee, 1990; Lira et a/., 2009).
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TABLA 2. Grupos y taxa del género Cucurbita propuestos por Lira ef al. (1995).
En negritas los taxa domesticados, con un asterisco a los taxa perennes y en color rojo a

aquellos que no estan presentes en México. La adicién de C. ecuadorensis al grupo

Maxima ha sido recientemente sugerida por Sanjur ef a/. (2002).

GRUPO

TAXA

Grupo Argyrosperma

C. argyrosperma Huber ssp. argyrosperma

C. argyrosperma ssp. sororia (L.H. Bailey) Merrick & Bates

Grupo Pepo

C. pepo L. ssp. pepo

C. pepo ssp. fraterna (L.H. Bailey) Andres

C. pepo ssp. ftexana (Scheele) |.A. Filov

Grupo Maxima

C. maxima Duchesne ex Lam. ssp. maxima

C. maxima ssp. andreana (Naudin) |.A. Filov

C. ecuadorensis Cutler& Whitaker (informalmente sugerida

como parte de este grupo)

Grupo

Okeechobeensis

C. okeechobeensis (J.K. Small) ssp. okeechobeensis

C. okeechobeensis ssp. martinezii (L.H. Bailey) Walters &

Decker-Walters

Grupo Digitata

C. digitata A. Gray *

C. cordata S. Watson *

C. palmata S. Watson *

Grupo Foetidissima

C. foetidissimaH.B. K. *

C. pedatifolia L.H. Bailey *

C. scabridifolia L.H. Bailey *

C. radicans Naudin *

Especies sin filiacion
con

algun grupo

C. lundelliana L.H. Bailey

C. ficifolia Bouché

C. moschata (Duch. ex Lam.) Duch. exPoir.
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Grupo Argyrosperma

Incluye dos subespecies. La subespecie argyrosperma donde, se ubican todos
los tipos domesticados del grupo y la cual se distribuye desde el suroeste de
Estados Unidos hasta Centroamérica. Es cultivada en un intervalo altitudinal que
abarca desde casi el nivel del mar hasta los 1800-1900 m, generalmente en
zonas con climas calidos y algo secos o con una estaciéon de lluvias bien
delimitada, este cultivo no es tolerante a temperaturas muy bajas. La subespecie
sororia, que comprende a las formas silvestres o espontaneas y que corresponde
al ancestro silvestre de C. argyrosperma subsp. argyrosperma, su distribucion
comprende desde México hasta Centroamérica, en condiciones climaticas muy
similares a las descritas para su contraparte cultivada. Si se sobrepusiera la
distribucion ecogeografica de las dos subespecies, seria evidente que durante
largos periodos han existido numerosos sitios en los que pueden coexistir y en
consecuencia que ha habido amplias posibilidades de entrecruzamiento entre
ellas. Los restos arqueoldgicos mas antiguos han sido encontrados en la cueva
de Romero, Tamaulipas, Meéxico, con una fecha aproximada de 5,100 afos
(Smith, 1997b). Sin embargo también existen registros desde el Este y Suroeste
de los Estados Unidos hasta el Centro y Sur de México, por lo que se sugieren
qgue su domesticaciéon debid llevarse a cabo en la region centro y sur de México

(Nee, 1990; Lira et al., 2009).

Grupo Pepo

T. Andres (1987) sugiere que este grupo esta constituido por tres subespecies:
la subespecie pepo que incluye a todos los tipos cultivados comestibles vy

ornamentales y, las subespecies fexana y fraterna, correspondientes a los
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ancestros silvestres del grupo. Por otro lado Decker et al. (1993) propone que
este grupo tiene tres subespecies: ssp. pepo, que incluye las razas locales y
cultivares comerciales, ssp. frafterna y ssp. ovifera, sin embargo la subespecies
ovifera se compone de tres variedades: (1) var. ozarkana (plantas silvestres en
los estados de lllinois, Missouri, Oklahoma, Arkansas y Louisiana en los EE.UU.),
(2) var. fexana (plantas silvestres en los estados de Texas, Nuevo México,
Luisiana y Mississippi en los EE.UU.), y (3) var. ovifera (principalmente cultivares
ornamentales). Actualmente la clasificacién esta todavia en proceso de actualiza
cion.

Por otro lado, los restos arqueolégicos mas antiguos corresponden a
semillas, pedunculos, y restos de la cascara de frutos, encontrados en la cueva de
Guila Naquitz en Oaxaca, México de alrededor de 9,000 ainos (Smith, 1997a). Asi
mismo existen evidencias arqueoldgicas, no tan antiguas, que indican que la
subespecie pepo se cultivaba en los Estados Unidos y Canada desde mucho
antes de la llegada de los espafoles. Sin embargo, en la actualidad en esos
paises soOlo se manejan cultivares comerciales, mientras que el cultivo de sus
razas o variedades tradicionales se restringe a México y el norte de

Centroamérica. (Nee, 1990; Lira ef al., 2009).

Grupo Maxima

El proceso de domesticacién en este grupo ocurri6 en América del Sur, ya que
evidencias arqueologicas muestran que los restos de la subespecie maxima son
los unicos que han sido encontrados en esa regidén del continente, desde Peru
hasta el norte de Argentina. Actualmente el cultivo de esta especie se registra

desde Brasil hasta Bolivia, sin embargo, también se dice que en México es
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cultivada aunque solo a nivel local y como cultivo para exportacién (Hernandez-
Vargas, en preparacion).

Por otro lado, las especies silvestres que han mostrado mayor afinidad
genética y reproductiva y/o tener mas similitudes con este cultivo son C.
andreana Naudin y C. ecuadorensis Cutler & Whitaker. La primera de ellas
nativa de Argentina y Uruguay, donde crece en bajas altitudes principalmente
como arvense o ruderal, esta parece ser el ancestro silvestre mas probable y, de
hecho, ya ha sido formalmente propuesta como tal, asignandosele la categoria
de subespecie (C. maxima ssp. andreana Naudin). La inclusion de C.
ecuadorensis en el Grupo Maxima fue propuesta por Sanjur ef al. (2002), C.
ecuadorensis es nativa de Ecuador donde crece en sitios perturbados de una
zona de transicion entre bosques secos y humedos, entre los 0 y 400 msnm

(Nee, 1990; Lira et al., 2009).

Grupo Okeechobeensis

Este grupo esta conformado por dos taxa silvestres y anuales: La subespecie
okeechobeensis, que es considerada como rara, endémica de los pantanos con
Annona del suroeste del Lago Okeechobee en Florida; y la subespecie
martinezii, que es conocida en la regién dentro de la vertiente del Golfo de
México, que abarca desde el sur de Tamaulipas, este de San Luis Potosi,
Puebla y una buena parte de Veracruz, hasta el norte de Oaxaca y Chiapas.
Prospera a orillas de arroyos o en zonas con vegetacion primaria o secundaria, y
desde muy cerca del nivel del mar hasta los 1500 m, ademas son relativamente
abundantes en toda su area de distribucion.

La caracteristica mas notable para distinguir a los taxa de este grupo de

los restantes del género es el color amarillo muy palido a casi blanco o crema de
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las corolas de sus flores, ademas de que presentan semillas de color grisaceo-

verdoso (Nee, 1990; Lira ef al., 2009).

Grupo Digitata

Este grupo lo constituyen tres especies silvestres con raices perennes (Cucurbita
digitata, C. palmata y C. cordata), que habitan en condiciones de aridez extrema.
La vegetacion en esos sitios corresponde principalmente a matorrales desérticos
microfilos o crassicaules, mezquitales y bosques tropicales caducifolios. C.
digitata, se distribuye desde el suroeste de los Estados Unidos (Arizona, Nuevo
México, California) al noroeste de México (Baja California, Sonora y Chihuahua).
Por su parte, C. palmata crece en las planicies y colinas aridas desde los
Estados Unidos, en los Valles de San Joaquin y Sacramento, California al este
hacia el sur de Nevada y Arizona y hacia el sur en el Desierto de Colorado, hasta
México en la zona baja del Desierto Sonorense y en Baja California. Dentro de
su area de distribucion coexiste con algunas poblaciones de C. digitata.
Finalmente, C. cordata es endémica de la region centro-sur de la Peninsula de

Baja California (Nee, 1990; Lira ef a/., 2009).

Grupo Foetidissima

En este grupo se incluyen cuatro especies perennes (C. foetidissima, C.
pedatifolia, C. radicansy C. x scabridifolia). La primera de ellas, C. foetidissima,
esta ampliamente distribuida desde los Estados Unidos (Nebraska, Missouri,
Kansas a Colorado y Utah a Nevada, Texas, Nuevo México y California) hasta el
centro de México (desde Sonora a Tamaulipas y hasta Guanajuato, Querétaro y

los alrededores de la ciudad de México). C. pedatifolia, es endémica de una
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pequeia area de México que comprende parte de los estados de Guanajuato,
Hidalgo, Puebla, Querétaro y Oaxaca. Prospera en zonas secas y frias con
altitudes mayores a los 1350 msnm. C. radicans, es también endémica de
México y crece al menos en los estados de Michoacan, Jalisco y Estado de
México, y en otras épocas llegoé a crecer en las inmediaciones de la ciudad de
México (Nee, 1990). En la actualidad prospera generalmente en sitios en los que
la vegetacion ha sido perturbada por diversas actividades humanas, como
arvense en milpas con cultivo de maiz y especies domesticadas (C. ficifolia, C.
argyrosperma, C. moschatay C. pepo). Sin embargo, aunque coexista con ellas,
C. radicans, no parece ser capaz de hibridizar exitosamente con ninguna de las
plantas domesticadas.

Finalmente, C. x scabridifolia, otra especie endémica de México, se
distribuye en los estados de Coahuila, Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro e
Hidalgo. Es de origen hibrido a partir de C. foetidissimay C. pedatifolia, es por

ello que se incluye la “x” en su nombre cientifico (Nee, 1990; Lira ef al., 2009).

Especies sin filiacién con alguin grupo

Cucurbita lundelliana: Esta especie silvestre se distribuye desde el sur de México
(Tabasco y sur de Campeche, Yucatan y Quintana Roo) hasta Centroamérica,
cuando menos hasta Nicaragua. Prospera en altitudes cercanas al nivel del mar,
generalmente en bosques tropicales perennifolios.

El color azul-verdoso-grisaceo de las semillas de C. /lundelliana es una
caracteristica que soOlo comparte con las dos subespecies del Grupo
Okeechobeensis. Sin embargo, su distribucién geografica es completamente
diferente y sus poblaciones alcanzan un limite superior altitudinal mucho menor

que los taxa del Grupo Okeechobeensis (Nee, 1990; Lira ef al., 2009).
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Cucurbita moschata: En América Latina, se cultiva desde hace mas de 5000-6000
anos y aunque es claro que se trata de una especie domesticada en América
Latina, no existe acuerdo acerca del area precisa de su domesticacion. En
ocasiones se ha sefalado que fue domesticada en el area Mesoamericana o bien
se ha sugerido a Colombia como su centro de origen. Los restos arqueologicos
mas antiguos de esta especie (4,900-3,500 A.C.) han sido recuperados en las
cuevas de Ocampo, Tamaulipas, en el noreste de México, aunque fechamientos
similares han sido registrados también para algunos sitios de Centroamérica y
América del Sur; este hecho, apoya la observacion de que ambas regiones son
importantes centros de diversificacion de este cultivo.

C. moschata se ha reportado como sumamente variable en cuanto a las
caracteristicas de sus frutos y semillas para varias zonas dentro de su area de

distribucion bajo cultivo en América (Nee, 1990; Lira ef al/,, 2009).

Cucurbita ficifolia: Conocida en México como chilacayote, es una especie
cultivada, principalmente en toda América Latina, ocupando zonas de
altitud media a alta, en climas tanto calidos como templados. Para esta
especie, el rango de altitud (1,000-3,000 msnm) ha sido considerado un
caracter distintivo, debido a que las otras especies cultivadas del género
pueden ser manejadas en una mayor amplitud de condiciones ecoldgicas.
Es la especie menos diversa de todas las especies cultivadas de
Cucurbita y no se sabe que existan cultivares comerciales de ella. Se
encuentra en cultivares, agrosistemas y en huertos familiares, generalmente
abarcando climas templados y calido-humedos (Lira & Montes-Hernandez, 1992;

Lira ef al., 1995).
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ESTUDIOS FILOGENETICOS CON CUCURBITA

Existen varios trabajos respecto a la filogenia tanto a nivel familia como género.
Wilson et al. (1992) estudiaron 15 especies utilizando el analisis de cloroplasto
cortado con enzimas de restriccion analizando la longitud de los fragmentos
polimorficos (RFLP), ellos encontraron un grupo formado por los dos miembros
del grupo Foetidissima (C. foetidissimay C. pedatifolia) y un gran clado en el que
estan ubicadas todas las plantas domesticadas y sus parientes silvestres. En la
base de este gran clado esta C. ficifolia, y le siguen tres subclados, uno de los
cuales incluye a los taxa del grupo Pepo (C. fraterna, C. pepoy C. texana), otro
en el que se ubican los taxa de los grupos Argyrosperma (C. argyrosperma y C.
sororia) junto con C. moschata. Este estudio es de las primeras filogenias del
género, sin embargo no se resuelven del todo bien las relaciones entre las
especies domesticadas, ademas de no incluir todas las especies del grupo
Digitata.

Sanjur et al. (2002) realizaron un estudio sobre las relaciones filogenéticas en
cuanto a la domesticacién del género Cucurbita con 6 taxa silvestres y 6
cultivadas, usando la regién mitocondrial nad7. La topologia obtenida, muestra
buenos valores de soporte de ramas, sin embargo el muestreo taxondmico esta
incompleto, asi mismo las relaciones entre las especies domesticadas aun no
son muy claras.

En el 2007 Kocyan ef al. realizaron la filogenia de la familia Cucurbitaceae
utilizando 4 marcadores de cloroplasto (rp/20-rps12, rbcL, matK, trnlL-F), mismos
marcadores que utilizaron Zheng ef al. (2013) para realizar la filogenia del género
Cucurbita con 23 taxa de 13 especies. En este ultimo estudio se incluyen casi

todos los taxa del género, sin embargo aunque C. moschata se agrupa con las
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especies del grupo Argyrosperma es necesaria una mejor resolucion. Asi mismo
proponen a C. ficifolia dentro del grupo Foetidissima, lo cual no se observa en
estudios anteriores.

Existe un estudio mas reciente realizado por Kistler ef al. (2015), en el cual
analizaron el genoma del cloroplasto de muestras ancestrales (fésiles), taxa
silvestres y taxa domesticados del género Cucurbita. Asi mismo incluyeron
muestras de mamiferos ancestrales, con el objetivo de evaluar su hipotesis de
que las condiciones ambientales y la extincion de la megafauna del Holoceno
impactaron severamente a las cucurbitas silvestres. Si bien, en este trabajo se
realizé una filogenia, en esta no se incluyen todas las especies del género,
enfocandose mas en las especies mesofiticas domesticadas.

Aunque se han realizado estudios que pretenden construir la filogenia del
género, aun existen relaciones (particularmente entre las cultivadas y sus
contrapartes silvestres) que no se han resuelto apropiadamente, ya sea porque
no incluyen a todas las especies, o porque los marcadores reportados hasta el
momento no tienen suficiente resolucion, por lo que esto promueve que algunas
relaciones no sean concluyentes.

En cuanto al analisis sobre fechas de divergencia, en el 2008 Schaefer et
al. realizaron una datacion de fechas de divergencia para la familia
Cucurbitaceae, utilizando registros fosiles de 84 Ma del grupo Fagales, grupo
hermano de los Cucucurbitales. Su estudio revela el origen Asiatico de esta
familia y sus posibles eventos de dispersién. Sin embargo, aunque utilizan
algunas especies del género Cucurbita, no existe hasta el momento un estudio

de este tipo con énfasis en este género.
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JUSTIFICACION

Tomando en cuenta que la mayoria de las especies de Cucurbita se encuentran
en México, es importante tener en claro las relaciones filogenéticas que existe en
este grupo, para poder manejarlas, conservarlas y seguir estudiandolas, ya que
cinco de estas especies son de gran importancia econdmica para el pais y el
mundo, representando un importante recurso fitogenético.

Este trabajo pretende analizar la filogenia del género Cucurbita utilizando
nuevos marcadores de cloroplasto que brinden una mejor resolucion filogenética
y de esta manera conocer mejor la situacién y parentesco de las especies del
género. Asi mismo se propone una aproximacion a las fechas de divergencia y
tasas de sustitucion de las especies del género para comprender mejor su
biologia evolutiva.

A su vez este estudio forma parte del proyecto de CONABIO (KE004)
denominado: “Diversidad Genética de las especies de Cucurbita en México e

hibridacién entre plantas genéticamente modificadas y especies silvestres de

Cucurbita® que tiene como objetivo “Analizar la diversidad genética de las

especies silvestres y domesticadas de Cucurbita que crecen en México”. Por lo
que este estudio filogenético contribuye a que posteriormente se pueda disenar
un esquema experimental para evaluar el riesgo de hibridacion entre plantas

genéticamente modificadas y especies silvestres.
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OBJETIVO

Estudiar la filogenia molecular del género Cucurbita, usando secuencias de

cloroplasto.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener secuencias de la mayoria de los taxa del género Cucurbita, tanto
silvestres como domesticadas, para el analisis filogenético.

e Proponer las regiones psbD-trn-T, psbJ-petA y atpl-atoH como marcadores
de cloroplasto para la inferencia filogenética del género Cucurbita.

e Estimar las fechas de divergencia de las especies del género Cucurbita.

e Estimar las tasas de sustitucion molecular de las distintas regiones de
cloroplasto y los diferentes linajes.

e Estimar la tasa de diversificacion del género Cucurbita.
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MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras se obtuvieron de distintas fuentes que se detallan en el Anexo 2:

Semillas: se obtuvieron accesiones de semillas de diferentes especies,
provenientes del Banco Nacional de Germoplasma del INIFAP-Celaya.
Muestras de Herbario: Con apoyo del Herbario Nacional (MEXU) del Instituto
de Biologia UNAM, se tomaron pequeias muestras de los especimenes de
herbario de diferentes taxa del género Cucurbifa que se encuentran en la
institucion y de los cuales no se tenia una representacion de tejido fresco.
Colectas: en el marco del proyecto al que pertenece este trabajo, se llevaron
a cabo tres salidas al campo a diferentes estados del pais (Anexo 2) en busca
de ejemplares silvestres y domesticados, colectando tanto hojas como frutos.
Las hojas se conservaron en silica gel para su traslado al Laboratorio de
Evolucion Molecular y Experimental del Instituto de Ecologia de la UNAM.
Una vez en el laboratorio, las muestras se mantuvieron a -4°C hasta extraer
el ADN. En cuanto a los frutos, se extrajeron las semillas las cuales fueron
germinadas siguiendo el protocolo detallado mas adelante.

Semillas Comerciales: se obtuvieron muestras comerciales de cuatro
cultivares de C. pepo subsp. pepo, provenientes de Estados Unidos:
Cocozelle, Black Beauty Zuchini, Delicata Honey Boat, Early Prolific
Straightneck.

Secuencias de GenBank: se descargaron las secuencias de dos regiones de

cloroplasto (matK y rcbL) reportadas por Zheng ef al. (2013).
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La siembra de semillas se realizé en un invernadero del Instituto de
Ecologia de la UNAM bajo condiciones de temperatura (20-30°C) y riego
controlados. La cosecha de hojas para la extraccion de ADN se llevé a cabo
cuando la plantula tenia mas de 3 hojas desarrolladas. Adicionalmente se
cosecharon una o dos hojas de todos los individuos germinados, para tener un
respaldo de tejido foliar, y se almacenaron en un ultracongelador REVCO a -
80°C en el Laboratorio de Evolucion Molecular y Experimental del Instituto de
Ecologia de la UNAM. Una vez hecha la extraccion y teniendo material de

reserva, la plantula fue desechada.

EXTRACCION DE ADN, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION

Para la extraccion de ADN se siguieron dos protocolos de extraccion diferentes:
1) Para tejido fresco: se utilizaron hojas jovenes cosechadas de las semillas
germinadas, asi como las hojas obtenidas de las colectas. Se siguid el protocolo
mini-prep con CTAB y cloroformo de Doyle y Doyle (1987) modificando algunos
pasos (Anexo 3). 2) Para algunas muestras de herbario se utilizé el kit comercial
DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Maryland USA) con el cual se obtuvo ADN de
mejor calidad. Sin embargo en algunas muestras de herbario no fue posible
extraer ADN debido a las condiciones de la hoja ya que esta era muy antigua o
se encontraba muy seca.

Las eluciones de ADN se mantuvieron congeladas a -20°C para evitar su
degradacion. EI ADN no utilizado se mantiene almacenado a -80°C en el
Laboratorio de Evolucion Molecular y Experimental del Instituto de Ecologia,

UNAM.
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Mediante la técnica de PCR se amplificaron 5 regiones no codificantes de
cloroplasto (Tabla 3). De las cuales, las regiones frnlL-F 'y rpl20-rps12 son
reportadas como altamente variables (Taberlet ef a/, 1990; Hamilton, 1999); asi
mismo, Kocyan ef al. (2007) y Zheng et al. (2013) las utilizan en su analisis
filogenético de la familia y del género Cucurbita. Por otro lado, las regiones
psbJ-petA, psbD-trnT, atpl-atpH, fueron propuestas por Shaw ef a/. (2007) como
regiones variables adecuadas para resolver relaciones filogenéticas en plantas,
por lo cual en este trabajo son probadas por primera vez para el género
Cucurbita.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de reaccion de
25uL, mediante las siguientes condiciones. Para las regiones trnL-trnF'y rpl20-
rps12, se utilizé 3X de Buffer, 2.7mM dNTP’s, 1.2mM MgClz, 3uM de cada primer
y 2U de DNA Polimerasa (PROMEGA, Madison USA), para las muestras de
herbario se utilizé BSA (20ug/pL); se siguié un programa de amplificacion que
consistia de una temperatura inicial de 94°C por 5 minutos, posteriormente 35
ciclos con fase de desnaturalizacion a 94°C durante 40 segundos, fase de
alineamiento de 40 segundos con temperatura de 55°C a 57° (dependiendo la
especie) y una fase de elongacién a 72°C por 1.20 minutos, finalizando con una
elongacién a 72°C durante 7 minutos. Para las regiones psbJ-petA, psbD-trnT,
atpl-atpH, se utilizd6 1X de Buffer, 0.2mM dNTP’s, 3mM MgCl,, 0.1uM de cada
primer y 1.25U de DNA Polimerasa (PROMEGA, Madison USA), para las
muestras de herbario se utiliz6 BSA (0.2ug/uL). El programa de amplificacion que
se siguio fue: temperatura inicial de 80°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos con
una fase de desnaturalizacién a 95°C por 1 minuto, una fase de alineamiento de

40 segundos con temperatura de 50°C a 62°C (dependiendo la especie) y una
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fase de elongacion a 65°C durante 4 minutos, finalizando con una elongacién a
65°C por 5 minutos.

Una vez amplificadas las regiones, los productos de PCR fueron revisados
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% con buffer TAE, teiiido con
bromuro de etidio (300 ug/L) y visualizado con luz ultravioleta. Posteriormente los
productos fueron enviados al servicio de secuenciacion de la Universidad de
Washington (High Throughput Secuencing Unit, www.htseq.org) y a la empresa

de secuenciacién Macrogen (Macrogen USA, www.macrogenusa.com).

TABLA 3. Regiones amplificadas y secuenciadas para el analisis filogenético del género

Cucurbitfa. (Y=C, T; R=A, G).

Regién Nombre Secuencia (5'-3") Referencia
trnL-trnF TabC CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet ef al.
TabF ATTTGAACTGGTGACACGAG (1991)
pl20-rps12 rpl20 TTTGTTCTACGTCTCCGAGC

rps12 GTCGAGGAACATGTACTAGG Hamilton (1999)

psbJ-petA psbJ ATAGGTACTGTARCYGGTATT

petA AACARTTYGARAGGTTCAAT T

psbD-trnT psbD CTCCGTARCCAGTCATCCATA

trnT CCCTTTTAACTCAGTGGTAG Shaw et al. (2007)
atpl-atpH atpl TATTTACAAGYGGTATTCAAGCT
atpH CCAAYCCAGCAGCAATAAC
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ALINEAMIENTO Y ANALISIS FILOGENETICO

Se utilizd el programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para
corroborar que las secuencias pertenezcan a la especie y region del ADN
amplificada. Sin embargo se encontré que algunas de las secuencias de la
region frnL-trnF de cloroplasto amplificaban para la mitocondria con un query
cover de 99% y 93-94% de identidad con el genoma de mitocondria de C. pepo
ssp. pepo (Alverson et al., 2010), por lo que se decidié excluir esta region del
analisis filogenético.

Por otro lado, debido a que no fue posible amplificar algunas de las
muestras de herbario para todas las regiones, se decidid utilizar las secuencias

del GenBank (NCBI, www.ncbi.nilm.nih.gov/genbank/) reportadas por Zheng ef al.

(2013) para la region rpl20-rps12 con el fin de realizar un analisis filogenético
mas completo.

Asi mismo, para las especies que no fue posible obtener tejido, debido
principalmente a su distribucion geografica, se extrajo de los genomas
reportados por Kistler ef al. (2015) todas las regiones utilizadas. Esto también se
hizo para los grupos externos Lagenaria siceraria (Kistler et al., 2014) y Cucumis
melo subsp. melo (Rodriguez et al., 2011) (procedimiento Anexo 4); como grupo
externo mas cercano se utilizaron las secuencias de Peponopsis adhaerens de
Zheng ef al. (2013). Los numeros de acceso de las secuencias descargadas del
GenBank se encuentran en el Anexo 5.

Las secuencias fueron ensambladas utilizando el programa Consed
(Gordon y Green, 2013), y alineadas mediante el programa ClustalW 2.0 (Larkin
et al., 2007), revisadas y cortadas en los extremos con Mega6 (Tamura et al.,

2013).
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Se tomb una secuencia consenso por cada especie para cada region del
cloroplasto, y considerando que las secuencias descargadas del GenBank
representan el haplotipo mas comun de cada especie, las secuencias, tanto
amplificadas como descargadas, se concatenaron con el programa DnaSP
5.10.1 (Librado y Rozas, 2009), teniendo en total un alineamiento de 6514
nucledtidos de longitud y 6 regiones de cloroplasto.

Para cada una de las regiones se determiné el modelo evolutivo utilizando
el programa JModelTest 2.0 (Darriba ef al, 2012), siguiendo el Criterio de
Informacion de Akaike (AIC).

La inferencia filogenética, se realiz6 mediante el método de Maxima
Verosimilitud (ML) y el método de Inferencia Bayesiana (IB), ya que como se
menciond anteriormente estos métodos consideran modelos evolutivos y los
datos son evaluados a través de pruebas probabilisticas, considerandolos
modelos mas confiables (Lemey et a/, 2009). Para el método ML se utilizd el
programa PhyML 3.0 (Guindon ef al,, 2010), llevandose a cabo 1000 réplicas de
booftstrap para obtener los valores de soporte de cada clado, con un modelo
evolutivo GTR generado del analisis con JModelTest. El método de Inferencia
Bayesiana se realizd6 con el programa MrBayes (Ronquist et al, 2012),
particionando cada regién y utilizando el modelo evolutivo correspondiente de
acuerdo al analisis con JModelTest. Se calcularon las probabilidades usando la
Cadena de Monte Carlo de Markov (MCMC), el analisis se corrid 10 millones de
generaciones, muestreando los arboles cada 1000 generaciones después de un

bur-nininicial del 25% (25,000 arboles).
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ESTIMACION DE LOS TIEMPOS DE DIVERGENCIA

El calculo de los tiempos de divergencia y las tasas de sustitucion molecular se
llevdo a cabo con el programa BEAST v.1.8.3 (Drummond et al, 2012). Este
programa usa el método Bayesiano de Cadena de Monte Carlo de Markov
(MCMC) y un muestreo de topologias, las cuales son procesadas de acuerdo a
sus probabilidades posteriores, derivando en un arbol ultramétrico que es
tomado para la estimacion de tiempos de divergencia, y su intervalo de
credibilidad de 95%.

A partir de la matriz de las seis regiones de cloroplasto, se generé un
archivo XML con BEAUTI v. 1.8.3., en el cual se integraron los modelos
evolutivos para cada region obtenidos con JModelTest, asi como los puntos de
calibracion de los nodos basado en el trabajo de Schaefer ef a/. (2008) (ver
Tabla 4). Estos autores realizaron una datacion para la familia Cucurbitaceae
basados en datos fosiles. Ademas se consideraron registros arqueologicos
pertenecientes al género Cucurbita para las especies domesticadas (Tabla 4).

Se utiliz6 un modelo de reloj molecular relajado, el cual permite que el
intervalo de confianza en los tiempos de divergencia mida la varianza de las
tasas de heterogeneidad entre las ramas. Se realizaron dos corridas
independientes, cada una de 20 millones de generaciones con una frecuencia de
muestreo cada 1000 generaciones, posteriormente se observd con el programa
Tracer v 1.6. (Rambaut ef a/,, 2014) la convergencia de las dos corridas. Las dos
corridas se juntaron utilizando el programa LogCombiner v 1.7.5, para
posteriormente generar un arbol consenso con Treeannotator v. 1.8.3. Se obtuvo
un arbol con las fechas de divergencia y otro con las tasas de sustitucion

molecular, estos arboles fueron visualizados con el software FigTree v. 1.4.1.
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En cuanto a la obtencién de la tasa de diversificacion de un clado, se requiere
informacion explicita sobre el numero de linajes que se originaron y se
extinguieron durante un intervalo de tiempo. Sin embargo, en ausencia de esta
informacion, la tasa de diversificacidon puede estimarse considerando la actual
diversidad de especies y su edad (Magallon y Sanderson, 2001):

r=log(n)/t (1)

En donde r es la tasa de diversificacion, log (n) es el logaritmo natural del
numero de taxa del grupo a evaluar, y t el tiempo estimado de divergencia de
este grupo.

Para esta estimacion, se consideraron dos taxa del género Cucurbirta no
incluidos (C. radicans y C. scabridifolia) siendo en total 22 taxa (n). En cuanto al
tiempo estimado de divergencia (t) se utilizdé la fecha obtenida del analisis de
BEAST. La tasa de diversificacion también fue calculada para los grupos

Digitata, Pepo, Argyrosperma, Maxima y Okeechobeensis.
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TABLA 4. Puntos de calibracion para la estimacion de los tiempos de divergencia del genero Cucurbita

Nodo Edad Intervalos Distribucion Descripcion Referencia
Tiempo estimado en el que la Tribu
Benicaseae, a la que pertenecen los géneros
Benincaseae- 30Ma 26-34 Normal Lagenariay Cucumis (grupos externos), y la
Cucurbiteae Tribu Cucurbiteae, a la que pertenece el
género Cucurbita, se separan.
Tiempo estimado de divergencia del género Schaefer et al.
Cucumis-Lagenaria  20Ma 16-24 Normal Cucumis del género Lagenaria (grupos (2008)
externos).
Cucurbita 16Ma 9-23 Normal Tiempo estimado en el que surge el género
Cucurbita del género Peponopsis.
Normal Tiempo estimado de divergencia entre las
C. ficifolia-C. pepo 7Ma 4-10 especies domesticadas C. ficifolia y C. pepo.
Fecha obtenida de la datacion, con carbono
radiactivo, de semillas, pedunculos, y restos
C. pepo 9,000 0.7-0.1 Lognormal de la cascara de frutos de C. pepo ssp. pepo,  Smith (1997)a
B.P. encontrados en la cueva de Guila Naquitz en
Oaxaca, México
Registro fosil encontrado en la cueva de
C. argyrosperma 4,450 0.3-0.7 Lognormal Romero, Tamaulipas, México, perteneciente Smith (1997)b
B.P

a la especie C. argyrosperma, con una fecha

aproximada de 5,100 anos.
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MITOCONDRIA

Como se menciono antes, algunas de las secuencias amplificadas para la region
trnL-trnF de cloroplasto corresponden a una duplicacién de esta region localizada
en la mitocondria (Alverson ef al, 2010). Sin embargo, esto sélo sucedié en
algunas especies (Anexo 2).

Por lo que se decidié realizar una filogenia por separado con estas
secuencias para determinar si se recupera la misma sefal filogenética observada
en el cloroplasto.

También se incluyeron secuencias duplicadas en la mitocondria
generadas del proyecto de CONABIO (KEO004) (“Diversidad Genética de las
especies de Cucurbita en México e hibridacion entre plantas genéticamente
modificadas y especies silvestres de Cucurbita’) al que pertenece este trabajo.
Estas secuencias corresponden a 6 haplotipos de C. moschata (de diferentes
estados de la republica) (Hernandez-Rosales en preparaciéon) y 3 de C. maxima
(comerciales y colectadas) (Hernandez-Vargas, en preparacion).

El analisis filogenético, se realizé con el método de Maxima Verosimilitud
mediante el programa PhyML 3.0 (Guindon ef a/.,, 2010), llevandose a cabo 1000
réplicas de boofstrap para obtener los valores de soporte de cada clado, y un
modelo evolutivo TVM+ I, generado por el programa JModelTest 2.0 de acuerdo

con el criterio de Akaike (Darriba ef al,, 2012).
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RESULTADOS

Se obtuvieron secuencias de 20 taxa del género Cucurbita para 6 regiones de
cloroplasto (rpl20-rps12, matK, rbcL, psbD-petA, psbJ-trlL, atpl-atpH) (Tabla 5),
utilizando a Peponopsis adhaerens, Lagenaria siceraria’y Cucumis melo subsp.

melo como grupos externos.

TABLA 5. Taxa utilizados para realizar la filogenia del género Cucurbita.

*Especies domesticadas.

Cucurbita moschata*™
C. argyrosperma subsp. argyrosperma*
C. argyrosperma subsp. sororia
C. maxima subsp. maxima*
C. maxima subsp. andreana
C. ecuadorensis
C. pepo subsp. pepo*
C. pepo subsp. fraterna
C. pepo subsp. ovifera
C. pepo subsp. ovifera var. ozarkana
C. pepo subsp. ovifera var. texana
C. ficifolia*
C. lundelliana
C. okeechobeensis subsp. martinezif
C. okeechobeensis subsp. okeechobeensis
C. cordata
C. palmata
C. djgitata
C. foetidissima

C. pedatifolia
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El concatenado de estas regiones fue de 6514 pbs. Se registraron 387 sitios con
datos faltantes (missing data), por lo cual se analizaron 6127 pbs, de los cuales
159 sitios fueron polimérficos, 61 fueron sitios variables unicos y 98 sitios
informativos de la parsimonia (Tabla 6).

En cuanto a las regiones codificantes, la region rbcL presentd una proporcion de
G+C de 0.437, se observaron 15 sustituciones nucleotidicas, de las cuales 2
fueron sinbnimas y 13 no sinonimas. Para la regidn matK se registr6 una
proporcion de G+C de 0.322, se observaron 5 sustituciones nucleotidicas, siendo

todas sustituciones no sinébnimas.

TABLA 6. Sitios polimérficos y Modelo Evolutivo para cada regién de cloroplasto.
Numero de pares de bases (pbs), los sitios polimoérficos (S. P.), sitios variables unicos
(8.V.U.), sitios informativos de la parsimonia (S. I. P.) y el Modelo Evolutivo obtenido con

JModelTest 2.0 (Darriba et al/,, 2012) para cada regioén utilizada y para el concatenado.

Regién pbs S.P. S.V.U. S.LP. Modelo Evolutivo

atpl-atoH 1033 66 27 39 GTR
rbcL 1401 5 1 4 HKY

psbD-trnT 1166 28 9 19 HKY+I

psbJ-petA 1002 32 11 21 HKY+I
mpl20-rps 12 751 13 10 3 GTR

matK 1161 15 3 12 GTR+ |
Concatenado 6514 159 61 98 GTR

ANALISIS FILOGENETICO

En las filogenias realizadas con ambos métodos, Maxima Verosimilitud (Figura 1)

e Inferencia Bayesiana (Figura 2) se recupera la misma topologia. Se observa
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que los taxa del género Cucurbitay los taxa utilizados como grupos externos son
monofiléticos, asi como una clara definicion de los grupos Digitata, Foetidissima,
Maxima, Argyrosperma, Pepo y Okeechobeensis con altos valores de soporte de
ramas (cercanos a 100% de boofstrap y 1 de probabilidad posterior). Los grupos
Pepo, Argyrosperma y Okeechobeensis comparten un ancestro comun.

Asi mismo se diferencian las especies xerofiticas de las mesofiticas en las que
se incluyen a las especies domesticadas.

Cucurbita ficifolia no se encontré afiliada a algun grupo, con valores de
soporte de booftstrap de 60 y de probabilidad posterior de 0.97. Por otra parte, C.
lundelliana se encontré dentro del grupo Okeechobeensis y C. moschata dentro
del grupo Argyrosperma, con valores de boofstrap y probabilidad posterior de
76% y 1, 74% y 1, respectivamente.

Dentro del grupo Pepo, se observd que los taxa se dividieron en dos
clados: las subespecies que se encuentran en México (C. pepo ssp. pepoy C.
pepo ssp. fraterna) y la subespecie y variedades de Estados Unidos (C. pepo
ssp. ovifera, C. pepo ssp. ovifera var. ozarkana y C. pepo ssp. ovifera var.
texana).

En la figura 3 se correlacionan la topologia obtenida de los analisis
filogenéticos con las caracteristicas morfolégicas, ecoldgicas y la distribucion
actual de cada taxén del género Cucurbifa. Los grupos externos presentan
diferentes origenes, como Asiatico (Cucumis melo ssp. melo), Africano
(Lagenaria siceraria) o Americano (Peponopsis adhaerens).

Los grupos Digitata y Foetidissima, grupos basales, son plantas perennes,
xerofiticas con raices tuberiformes, siendo su distribucion limitada al norte del
continente Americano, asi como una semilla pequefna, esta ultima caracteristica

se observd en todos los taxa silvestres del género. A partir de la rama
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correspondiente a C. ficifolia se observa un cambio de habito importante; ya que
esta especie puede ser tanto perenne como anual, desaparecen las raices
tuberiformes, la semilla es mas grande y de color negro, y se cambia de un
xerofitico a mesoafitico.

Por otro lado las especies domesticadas, junto con sus contrapartes
silvestres, son anuales, mesofiticas, con una distribucidn mas amplia en América

y con semillas mas variadas en cuanto forma, color y tamano.
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FIGURA 1. Relaciones filogenéticas del género Cucurbita obtenidas con el método de
maxima verosimilitud (ML), con un modelo evolutivo GTR, mediante 1000 réplicas de
bootstrap. Se observan valores de bootstrap arriba del 60%.Grupo Digitata (morado),
grupo Foetidissima (azul rey), C. ficifolia (azul turquesa) grupo Maxima (naranja), el grupo
Pepo (verde), grupo Okeechobeensis (rojo), grupo Argyrosperma (amarillo), los grupos

externos se observan en color negro.

36
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FIGURA 2. Relaciones filogenéticas del género Cucurbita obtenidas con el método de
Inferencia Bayesiana, con 10 millones de generaciones y un burn-in del 25%. Grupo
Digitata (morado), grupo Foetidissima (azul rey), C. ficifolia (azul turquesa) grupo Maxima
(naranja), el grupo Pepo (verde), grupo Argyrosperma (amarillo), el grupo

Okeechobeensis (rojo), los grupos externos se observan en color negro.
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FIGURA 3. Correlacion de las relaciones filogenéticas del genero Cucurbira con sus caracteristicas morfoloégicas, ecolégicas y su distribucion.
Ramas en morado Grupo Digitata, en azul rey grupo Foetidissima, en azul turquesa C. ficifolia, en naranja grupo Maxima, en verde grupo Pepo,
en amarillo grupo Argyrosperma, en rojo grupo Okeechobeensis, los grupos externos se observan en color negro. Nombres en color verde

denotan especies de origen Americano, en amarillo de origen Africano y en rojo de origen Asiatico. Topologia obtenida del analisis de BEAST.
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TIEMPOS DE DIVERGENCIA Y TASAS DE SUSTITUCION MOLECULAR

En un primer analisis (Anexo 6) generado con los puntos de calibracion tanto
arqueologicos como puntos previos (ver tabla 4), se observé que las corridas no
convergian, asi como un efecto de contraccion de ramas en los clados de C.
pepo y C. argyrosperma. Por lo que se hizo un segundo analisis donde se
excluyeron las fechas arqueoldgicas, utilizando como puntos de calibracion sélo
las fechas previas calculadas por Schaefer ef al. (2008).

El cronograma generado de este ultimo analisis, donde se obtuvieron
edades de nodos con probabilidades posteriores cercanas a 1, se muestra en la
Figura 4. En el nodo mas profundo, ente las Tribus Cucurbiteae (género Cucurbita
y género Peponopsis) y Benincaseae (géneros Lagenariay Cucumis), se registro
una fecha de 29.98 Ma. Para el surgimiento del género Cucurbifta la fecha
estimada fue de 9.64 Ma. En cuanto a las cucurbitas xerofiticas, el grupo Digitata
presento una fecha estimada de 1.75 Ma, mientras que para el grupo Foetidissima
fue de 1.11 Ma. En cuanto a los grupos mesofiticos, donde se encuentran las
especies domesticadas, las fechas fueron 6.45 Ma para Cucurbita ficifolia, 1.28 Ma
para el grupo Maxima, 1.36 Ma para el grupo Pepo, 1.19 Ma para el grupo
Argyrosperma y 0.28 Ma para el grupo Okeechobeensis. La fecha estimada mas
reciente fue de 0.05 Ma ubicada en el nodo de C. lundellianay C. okeechobeensis
(en la Tabla 7 se muestran las edades e intervalos de credibilidad para cada
nodo).

Por otro lado, las tasas de sustitucion molecular del género Cucurbita se
observan en la Figura 5 y en las Tablas 8 y 9. De acuerdo con el analisis de
ANOVA no hay diferencias significativas entre las tasas de sustitucion de los taxa
y las regiones, sin embargo se observd que C. moschata fue el taxdén que

presentd una tasa de sustitucion mayor (0.0018 sustituciones/sitio/millon de
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afnos) seguido por C. cordata (0.0009 sustituciones/sitio/millén de anos), C.
maxima 'y C. pepo ssp. ovifera (0.0007 sustituciones/sitio/millon de anos). La
region ailp/- atpH presentd una tasa de sustitucion molecular mas alta en
comparacion con las demas regiones (0.0019 sustituciones/sitio/millén de afos),
mientras que las regiones codificantes se mantuvieron constantes en todos los
taxa con una tasa de sustitucion mas baja (rbcL 0.0001 sustituciones/sitio/millén
de afnos, matK 0.0004 sustituciones/sitio/millon de afios). La tasa de sustitucion
molecular promedio del género Cucurbita fue de 0.0007 (sustituciones/sitio/millon
de anos) (Anexo 7).

Por otro lado la tasa de diversificacidon calculada para el género Cucurbita
fue de 0.320 taxa/millon de afos considerando los 22 taxa del género. Para el
grupo Digitata fue de 0.627 taxa/millén de afos, para el grupo Maxima de 0.858
taxa/millén de afios, para el grupo Pepo de 1.183 taxa/millon de afos, para el
grupo Argyrosperma de 0.923 taxa/millon de anos y para el grupo

Okechobeensis de 3.923 taxa/millén de anos.
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FIGURA 4. Cronograma de tiempos de divergencia estimados para el género Cucurbita. Las fechas se muestran en Millones de

anos, intervalos de credibilidad (95%) barras moradas; puntos de calibracion (Schaefer ef al., 2008) con circulos rojos.
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TABLA 7. Tiempos de divergencia en Millones de aiios e intervalos de credibilidad (HPD) 95%

del género Cucurbita.

Nodo Fecha (Ma) HPD (95%)
Raiz 29.98 28.55-31.4
Lagenaria siceraria- Cucumis melo 20.3 18.63-21.46
Peponopsis adhaerens-Cucurbita spp. 16.04 14.64-17.46
Cucurbita spp. 9.64 7.6-11.89
Grupo Cordata 1.75 0.73-3.1
C. digitata-C. palmata 0.57 0.05-1.42
Grupo Foetidissima 1.1 0.35-2.14
C. ficifolia 6.45 5.26-7.68
Grupo Maxima 1.28 0.5-2.3
C. maxima- C. maxima ssp. andreana 0.67 0.15-14
Grupo Pepo 1.36 0.65-2.23
C. p. ssp. o. var. ozarkana- C. p. Ssp. O. 0.1 0-0.45
var. fexana
C. pepo ssp. fraterna- C. pepo ssp. pepo 0.33 0-0.93
C. pepo ssp. ovifera 0.97 0.4-1.72
Grupo Argyrosperma 1.19 0.47-2.01
C. moschata- C. argyrosperma 0.76 0.26-1.4
Grupo Okeechobeensis 0.28 0.03-0.72
C. lundelliana-C. okee. ssp. martinezii 0.05 0-0.25
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FIGURA 5. Arbol con las tasas de sustitucién molecular. Se observa un gradiente de color, azul
claro tasa de sustitucion mas alta, azul obscuro tasa de sustitucion menor.
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TABLA 8. Tasas de sustitucién molecular (sustituciones/sitio/millon de afios) e
Intervalos de credibilidad (HPD) 95% del género Cucurbita.
No se observaron diferencias significativas.

Taxa Tasa de HPD (95%)
sustitucion
(media)

C. lundelliana 0.0004 0-0.0011

C. o. ssp. martinezii 0.0005 0-0.0011

C. 0. ssp. okeechobeensis 0.0003 0-0.0007
C. moschata 0.0018 0.0007-0.0032
C. a. ssp. argyrosperma 0.0006 0.0002-0.0011

C. a. ssp. sororia 0.0002 0-0.0003
C. pepo ssp. ovifera 0.0007 0.0001-0.0014

C. pepo ssp. fraterna 0.0005 0-0.0011

C. p. ssp. o. var. fexana 0.0004 0-0.001

C. p. ssp. o. var. ozarkana 0.0004 0-0.001

C. pepo ssp. pepo 0.0003 0-0.0008
C. maxima 0.0007 0.0001-0.0017

C. maxima ssp. andreana 0.0003 0-0.0006
C. ecuadorensis 0.0004 0.0001-0.0008
C. ficifolia 0.0004 0.0002-0.0005
C. pedatifolia 0.0004 0.0001-0.0008
C. foetidissima 0.0005 0.0001-0.0011

C. digitata 0.0005 0-0.0011

C. palmata 0.0003 0-0.0006
C. cordata 0.0009 0.0002-0.002
Peponopsis adhaerens 0.0003 0.0001-0.0004
Cucumis melo ssp. melo 0.001 0.0008-0.0011
Lagenaria siceraria 0.0003 0.0002-0.0004
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TABLA 9. Tasas de sustitucion molecular (sustituciones/sitio/millon de afios) promedio
para cada region de cloroplasto.
No se observaron diferencias significativas.

Regién del Tasa de sustitucion
cloroplasto promedio
atpl-atoH 0.0019
rbecl 0.0001
psbD-trnL 0.0007
psbJ-petA 0.0007
pl20-rps 12 0.0003
matK 0.0004

45



MITOCONDRIA

En el analisis filogenético realizado con las secuencias de mitocondria, se observo

nuevamente la definicion de los grupos Pepo y Okeechobeensis con altos valores de

soporte de ramas (superior al 60% de bootstrap). Cucurbita maxima se agrupo con los

haplotipos de C. moschata, dentro del grupo Argyrosperma, con buenos valores de

bootstrap (Figura 6).
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FIGURA 6. Filogenia de la region frnL-F duplicada en mitocondria. Se realizé mediante ML, con

un modelo evolutivo TVM+ Iy con 1000 réplicas de boofstrap. Se muestran valores de

boolstrap superiores al 60%.
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DISCUSION

En este estudio se obtuvieron secuencias de 20 taxa de los 22 reportados para
Cucurbita, faltando C. radicans 'y C. x scabridifolia, especies endémicas del territorio
mexicano, que pertenecen al Grupo Foetidissima y que a la fecha no se han incluido en
ningun estudio de este tipo debido a que son raras y poco colectadas. A pesar de que
se visitaron, durante las salidas al campo, varios puntos donde se ha registrado C.
radicans, no fue encontrada, posiblemente debido al corto tiempo destinado para esto.
Por otro lado, se utilizaron seis regiones de cloroplasto, tres de ellas previamente
utilizadas por Zheng ef al. (2013), ya que se descartd la region frnL-trnF debido a su
duplicacié en mitocondria, y tres mas propuestas para estudios filogenéticos por Shaw
et al. (2007) y por primera vez utilizados en el género Cucurbita.

Las topologias obtenidas de los analisis filogenéticos tienen semejanzas a las
obtenidas por Wilson ef al. (1992), Zheng ef al. (2013) y Kistler ef al. (2015), ya que se
observa que se mantiene la misma formacion de los grupos de las especies del género,
sin embargo en este trabajo se definen mejor las relaciones dentro de cada clado con
valores de soporte de ramas altos (boofstgp y probabilidad posterior), utilizando tanto
Maxima Verosimilitud como Inferencia Bayesiana, lo cual esta estrechamente
relacionado con los nuevos marcadores utilizados con mejor resolucion (atp/-atoH,
psbD-trnT, psbJ-petA) y a la cantidad de regiones de cloroplasto incluidas, ya que esto
refleja mejor la historia del genoma del cloroplasto, dando como resultado una filogenia
mejor resuelta (Soltis ef al,, 1998). Ademas de incluir 20 taxa de 22 pertenecientes al
género, por lo que la inferencia esta mucho mas completa y robusta.

Por otro lado, al mapear la filogenia con algunas caracteristicas de cada taxén, se
observo, de manera general, que los taxa silvestres mas basales presentaron

caracteristicas similares (el ser perennes, xerofiticas y con distribucion nortefia) incluso
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con su pariente mas cercano, Peponopsis adhaerens. Mientras que en los demas
grupos las especies son anuales y mesofiticas. La caracteristica que mas resalté fue el
tamano de la semilla, observandose mas pequefa en especies silvestres y mas
grande, y con caracteristicas propias, en las especies domesticadas, la cual se
considera una caracteristica que permite diferenciar entre especies domesticadas. Esto
también se observé en los grupos externos Cucumis melo ssp. melo y Lagenaria
siceraria, los cuales también son especies domesticadas. Asi mismo, las especies
domesticadas de Cucurbifa presentaron una mayor distribucion a comparacion de las
especies silvestres, ya que la mayoria de especies silvestres tiene distribucion
restringida, mientras que las cultivadas son de amplia distribucion. Esto esta
claramente relacionado a su papel como especies cultivadas y de importancia
econdmica y refleja la importancia del hombre en la evolucién y la domesticacion de
estas especies.

Las semillas de las especies de Cucurbifa fueron apreciadas en la época
prehispanica, pues son relativamente abundantes, representan una fuente eficiente de
proteinas y son susceptibles de almacenarse por lapsos prolongados sin apenas sufrir
deterioro. Estas cualidades de las pepitas ayudan a explicar el proceso que llevo a que
la calabaza fuera una de las plantas que los grupos nomadas buscaban
constantemente, recolectando frutos mas grandes y menos amargos, situacion que
paulatinamente fue modificando las caracteristicas de la planta como su mecanismo de
dispersién, asi como su capacidad para adaptarse a otros ambientes, haciéndola mas
apta para las necesidades humanas asegurandoles un recurso alimenticio (Vela, 2010;
Lira et al., 2016).

Otras caracteristicas que también fueron modificadas, como consecuencia de la
domesticacion, fue la disminucion de sus defensas fisicas y quimicas reflejadas en el

cambio de tamafno y forma de los fitolitos y pelos silicificados en las hojas, tallos y
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frutos, la disminucion o eliminacién de las sustancias amargas y toxicas (por ejemplo,
cucurbitacinas) en el fruto; el aumento en la velocidad de germinacién; el cambio en la
asignacion de recursos a través del aumento de la fruta y tamano de la semilla y, al
mismo tiempo, la disminucion en el numero de frutos por planta y semillas por fruto; el
cambio en el habito de crecimiento, desde indeterminada arrastrandose a determinada

semi-arborescente o roseta (Lira ef al., 2016).

RELACIONES FILOGENETICAS Y TIEMPOS DE DIVERGENCIA

Debido a que no existen estudios previos sobre la datacién de la divergencia del
género Cucurbita las fechas generadas son una primera aproximacion, teniendo como
base las fechas usadas para calibrar el analisis.

Aunque se consideraron las fechas arqueoldgicas existentes para las especies
domesticadas, los arboles resultantes de este analisis mostraron un colapso de las
ramas, por lo que la estimacion de las fechas en los grupos Argyrosperma y Pepo, se
vieron severamente influenciadas por estos puntos de calibracion, posiblemente debido
a que los relojes moleculares utilizados para estimar el tiempo de los eventos recientes
con base en fuentes paleontoldgicas, arqueoldgicos o biogeograficas, con frecuencia
entran en conflicto con las fechas obtenidas (Loewe y Scherer, 1997).

Ademas se debe tener presente que al utilizar fechas arqueolégicas para calibrar
relojes moleculares, estas proporcionan estimaciones de edad minima y en ocasiones
incorporan muchos sesgos al analisis (Soltis ef al., 2002).

También es importante considerar que las fechas moleculares de especies
domesticadas, obtenidas con reloj molecular, reflejan el tiempo en el que se dividieron
los multiples linajes silvestres y de los cuales paulatinamente ocurrié la domesticacion

(Jansen et al.,, 2002).
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Por lo anterior, basamos nuestra interpretacion de resultados, discusion y

conclusiones en los arboles obtenidos excluyendo los puntos de calibracion basados en
fechas arqueoldgicas y considerando solo las fechas previamente generadas por
Schaefer ef al. (2008).
De acuerdo con el analisis de tiempos de divergencia, el género Cucurbita surgio
durante el Mioceno hace aproximadamente 9.64 Ma, al igual que otras plantas como el
género mexicano Agave (entre 7.8 y 10.1 Ma), el género Yucca (entre 13 y 18 Ma)
(Good-Avila ef al., 2006; Rocha ef al., 2006) y el género Acacia (14.88 Ma) (Gémez-
Acevedo et al, 2010). Durante el mioceno existieron varios eventos geoldgicos
importantes con consecuencias para la biota de las tierras bajas del centro de México,
lo cual pudo haber impulsado su diversificacion (Gamez ef al., 2016). Asi mismo el
género Cucurbita es relativamente reciente, en comparacion con otros grupos de
plantas como Abies (84 Ma) (Aguirre et al., 2012), Bursera (48 Ma) (De-Nova et al,,
2011), Cactaceae (30 Ma) (Hernandez ef al., 2014).

Por otro lado, los grupos del género comienzan a diversificar durante el
Pleistoceno, apareciendo las especies domesticadas a finales de este.

Se ha propuesto que durante el Pleistoceno muchas regiones sufrieron de gran
inestabilidad climatica y ecoldgica, derivada del avance y retraccidon de glaciares,
provocando cambios severos sobre las comunidades vegetales, sin embargo algunas
zonas de México y zonas adyacentes de Belice y Guatemala, actuaron como refugios
de especies durante las épocas mas desfavorables (Toledo, 1976 y 1982). Segun esta
teoria, el aislamiento que sufrieron las especies en estos refugios dio origen al
surgimiento de nuevas especies, ya que, cuando los glaciares se retiraban, mejoraba la
temperatura cambiando los patrones de lluvia (fendmeno que ocurrid muchas veces de
manera ciclica) ocasionando que las especies extendieran o cambiaran su area de

distribucion. Este proceso produjo un considerable incremento en el numero de
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especies (Hewitt, 2000). Estos procesos climaticos y biogeograficos pudieron tener
consecuencias que dieron lugar a los linajes de Cucurbifa actuales, por lo cual es
importante estudiar la distribucidn ancestral de las especies del género Cucurbita y

como ha cambiado actualmente para conocer mejor su evolucion.

En cuanto a las relaciones filogenéticas, los clados basales que se observaron fueron
dos. El Grupo Digitata, con un tiempo estimado de 1.75 Ma en el que surgié C. cordata
y posteriormente C. palmatay C. digitata (570 mil anos). El otro grupo basal fue el
grupo Foetidissima registrando un tiempo de divergencia entre C. foetidissimay C.
pedatifolia de 1.11 Ma. Estos dos grupos basales comparten algunas caracteristicas,
ya que ambos son grupos xerofiticos, perennes, con raices tuberiformes y cuya
distribucion se limita a ambientes aridos al suroeste de E. U. y el norte de México (Nee,

1990; Lira et al., 2009).

Si bien, el desarrollo de raices tuberiformes podria ser una adaptacion asociada
al tipo de ambiente arido en el que crecen estas especies (Granados-Sanchez y Lépez-
Rios, 1999), el ser perenne es una caracteristica en comun con Peponopsi adhaerens
(grupo externo), endémica de México y perteneciente al género hermano de Cucurbita
(Lira 2001; Lira and Caballero, 2002). Por lo que la historia de vida perenne podria ser
una caracteristica ancestral del género, siendo los linajes de los grupos Digitata y
Foetidissima los mas ancestrales y de los cuales derivaron los linajes anuales (Wilson

etal, 1992).

La relacion encontrada por Zheng ef al. (2013) con respecto a C. ficifolia y las
especies xerofiticas C. pedatifoliay C. foetidissima, difiere con lo encontrado en este
trabajo, posiblemente debido a que en este trabajo se incluyeron nuevos marcadores

moleculares que nos permitieron reflejar una mejor historia del cloroplasto, donde C.
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ficifolia se observa sin afiliacion con algun grupo, registrando un tiempo de
divergencia estimado de 6.45 Ma.

Sanjur et al. (2002) y Wilson ef al. (1992) sugieren a C. ficifolia como especie
probablemente basal de las especies mesofiticas, ya que aunque C. ficifolia es
considerada como especie anual, se ha observado que puede sobrevivir mas tiempo
(Lira et al., 2009), pudiendo conservar ciertas caracteristicas de plantas perennes. Asi
mismo, aunque es una especie domesticada, presenta notables diferencias (tanto
morfolégicas como moleculares) con respecto a todos los taxa del género, lo cual ha
conducido a proponer que su pariente silvestre pudiera corresponder a una especie no
descrita (0 quizas extinta) que posiblemente prospere (o haya prosperado) en la region

oriental de Los Andes (Nee, 1990; Lira ef al., 2009).

En cuanto a la relacidon dentro del grupo Maxima, se encontré que la diversificacion de
sus linajes fue hace 1.28 Ma, perfilandose el linaje de C. ecuadorensis como basal del
de C. maxima y C. maxima ssp. andreana, siendo estas dos ultimos hermanos y
cuyos linajes divergieron hace 670 mil anos. Esto difiere de otros estudios ya que se
ha propuesto a C. maxima ssp. andreana como ancestro de la especie domesticada
C. maxima. Sin embargo existen registros de fitolitos que datan de alrededor de
11000 y 10000 anos B.P. posiblemente de C. ecuadorensis (Piperno et al, 2000),
ademas se tiene evidencia de que algunas poblaciones de C. ecuadorensis dieron
lugar a formas semidomesticadas de la especie (Sanjur ef al/ 2002). Asi mismo el
grupo Maxima es el unico grupo restringido a la zona de América del sur, por lo que la

domesticacidén de C. maxima estuvo restringida a esta area.

Las relaciones filogenéticas dentro del grupo Pepo han sido de las mas estudiadas, ya
que se ha sugerido dos eventos independientes de domesticacion. La domesticaciéon

inicial se cree que fue en el noreste de México, posiblemente siendo la subespecie
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silvestre fraterna (endémica de Tamaulipas y Nuevo Ledn, México) el taxon ancestral
que dio origen a la subespecie domesticada C. pepo ssp. pepo. Adicionalmente se ha
propuesto a la subespecie silvestre ovifera (endémica del noreste de E. U. A. y que
incluyen a los tipos cultivados y utilizados como ornamentales) como ancestro de las
variedades ozarkana y texana de E.U.A. (Decker, 1990; Smith, 1997a; Sanjur ef al.,
2002; Smith, 2006).

En las topologias de los analisis filogenéticos de este trabajo se observa la clara
separacion de las subespecies mexicanas y las subespecies y variedades de Estados
Unidos. Sin embargo, en cuanto a la relacion de las subespecies pepo y fraterna, se
encontré que son especies hermanas cuyos linajes divergieron entre si hace unos 330
mil afos, mientras que la separacion de los linajes del grupo de Estados Unidos del
grupo de México fue hace bastante mas tiempo, unos 1.36 Ma.

Esto podria sugerir que el representante ancestral del grupo Pepo pudo haberse
extinguido, y a pesar de que Kistler ef a/, (2015) propone esta extincion durante el
Holoceno, los resultados de este trabajo sugieren que posiblemente fue durante el
Pleistoceno. Sin embargo es importante realizar estudios poblacionales dentro de este
grupo, para conocer mejor la relacion mas actual y considerando también el linaje

paterno ya que este trabajo refleja solo la historia del cloroplasto heredado via materna.

Otra especie controversial es C. moschata ya que presenta gran diversidad
morfolégica, y debido a que su cultivo se extiende desde el norte de México hasta
Centroamérica, aun no se llega a un acuerdo formal de su ancestro o su origen. En la
filogenia generada en este trabajo, C. moschata se agrupo dentro del grupo
Argyrosperma, lo cual coincide con lo reportado en todos los trabajos previos (Wilson ef
al, 1992; Sanjur ef al. 2002; Montes y Eguiarte, 2002; Zheng ef al., 2013, Kistler et al,
2015), asi mismo las fechas de divergencia para estos dos linajes donde se encuentran

las especies domesticadas fue de 760 mil afos, mientras que para el linaje de la
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subespecies silvestre sororia fue de 1.19 Ma. Estos resultados sugieren una estrecha
relacion evolutiva entre C. moschata y el grupo Argyrosperma. Sin embargo, son
necesarios estudios a nivel poblacional y nivel nuclear para comprender mejor esta
relacion ya que se ha sugerido que el ancestro de C. moschata derivé de un taxa
silvestre cercanamente relacionado con C. argyrosperma ssp. sororia posiblemente en
América del sur o cercana a la region de Colombia (Nee, 1990; Wessel-Beaver, 2000;
Sanjur et al,, 2002).

Por otro lado, es bien sabido que C. argyrosperma ssp. sororia es el pariente
silvestre de C. argyrosperma ssp. argyrosperma (Nee, 1990; Lira ef al., 1995; Sanjur ef
al., 2002), lo cual también es corroborado en este estudio filogenético. Asi mismo su
distribucion esta estrechamente ligada por lo que se ha propuesto que su centro de
domesticacion fue en la zona sur de México (Lira et al, 2009), donde se han
encontrado registros arqueoldgicos mas antiguos para esta especie, en la cueva de
Romero, Tamaulipas, México, con una fecha aproximada de 5,100 afos (Smith,

1997b).

La especie C. lundelliana quedd dentro del grupo Okeechobeensis. Esta relacion difiere
con lo encontrado por Walters y Deker (1993) quienes indican que C. /lundelliana es
una especie distinta del grupo Okeechobeensis y se relacionan estrechamente con los
otros taxa del género. Sin embargo, la relacion filogenética de este grupo coincide con
las topologias de los trabajos de Wilson ef al. (1992), Zheng et al. (2013) y Kistler ef al.
(2015).

Estos ultimos autores sugieren que el grupo Okeechobeensis posiblemente
sufrid una reciente fragmentacion de una poblacion contigua, ya que encontraron que
estos tres taxa difieren unicamente en seis variantes nucleétidicas a lo largo de todo el
genoma de cloroplasto (156.6 Kb). Esto concuerda con los resultados de la estimacién

de los tiempos de divergencia ya que se encontré que el grupo Okeechobeensis es el
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mas reciente del género Cucurbia, divergiendo del grupo Argyrosperma hace 2 Ma de
anos, surgiendo el linaje de C. o. ssp. okeechobeensis hace 280 mil afios y los linajes
de C. lundellianay C. o. ssp. martinezii hace 50 mil aios.

Asi mismo, este grupo presenta caracteristicas particulares en cuanto a la forma
y color de la semilla, la cual es grisaceo-verdoso, y C. okeechobeensis presenta un
color mas claro en la corola de la flor. Por otro lado, C. 0. ssp. okeechobeensis es una
especie restringida a la peninsula de Florida en Estados Unidos, mientras que C. o.
ssp. martinezii crece en la regidn de Veracruz y algunas partes de Chiapas, y C.
lundelliana se encuentra en la peninsula de Yucatan y Centroamérica (Nee, 1990; Lira
et al. 1995), por lo que su poblacion ancestral posiblemente se distribuia a lo largo del
golfo de México. Por lo tanto seria importante reevaluar a C. /undelliana como parte del

grupo Okeechobensis y si es posible considerarla como subespecie.

En este trabajo se obtuvo una mejor resolucién filogenética y una aproximacién del
tiempo en el que las especies del género divergieron, sin embargo es necesario realizar
estudios que reconstruyan la posible distribucion en el pasado y la filogeografia de los
taxa del género Cucurbita para entender mejor su historia evolutiva, asi como el

proceso de domesticacion que dio lugar a las especies que conocemos hoy en dia.

TASAS DE SUSTITUCION MOLECULAR Y DIVERSIFICACION

A pesar de que la variacidon en las tasas de evolucion molecular es poco entendida,
particularmente en plantas, se ha observado que existen diferencias en las tasas de
sustitucién entre mitocondria, cloroplasto y nucleo, y se ha sugerido que los rasgos de
historia de vida se correlacionan con la tasa de evolucién molecular, y que difiere entre
grupos taxonomicos (Wolfe et al., 1987). Esto ha llevado a observar diferencias en las

tasas de sustitucion entre las plantas anuales y perennes (Gaut ef a/, 1992; Eguiarte ef

55



al., 1994; Laroche y Bousquet, 1999) y entre lefiosas y herbaceas, mostrando estas
ultimas una mayor varianza en las tasas de sustitucion (Gaut ef a/, 1992; Laroche ef
al., 1997).

En este trabajo se observo que las tasas de sustitucion fueron heterogéneas entre las
diferentes regiones analizadas y entre las diferentes especies en el género, sin
encontrarse diferencias significativas. Sin embargo la tasa de sustitucién de la region
atpl-atoH (la cual es una region no codificante y altamente variable) fue mayor,
mientras que en las regiones codificantes (rbcL y matK) su tasa se mantuvo mas baja y
constante.

Aunque no se registraron diferencias significativas, Cucurbita moschata presentd
la tasa de sustitucion molecular mas alta, de 0.0018 sustituciones por sito por milléon de
anos, lo cual, en un principio, podria estar relacionado a su forma de vida anual u otras
caracteristicas de su ciclo de vida y ecologia (Gaut ef a/. 2011). Otro factor a considerar
es el manejo intensivo de su cultivo y su gran diversidad morfologica, ya que se ha
observado que existe una correlacion entre la tasa de sustitucién, los cambios
morfolégicos y las tasas de diversificacidn en distintas familias de angiospermas, lo
cual sugiere que la tasa de evolucién a nivel molecular puede influenciar la evolucién a
nivel morfoldgico (Barraclough y Savolainen, 2001).

Cucurbita cordata fue la segunda especie mas alta, aunque mucho mas baja que
C. moschata, (con 0.0009 sustituciones por sito por millon de afos) la cual es una
especie perenne, silvestre y restringida a la peninsula de baja California. También se
observo que en algunos taxa anuales la tasa de sustitucion fue mucho menor o igual en
comparaciéon con algunos taxa perennes, por lo que estos resultados no
correlacionaron con la forma de vida o distribucion. Sin embargo, esto podria estar
indicando casos independientes para cada taxdon ya que existen otros factores que

pueden estar influenciando las tasas de sustitucion molecular, como lo son la deriva
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génica y la seleccion natural, que de acuerdo con la teoria casi neutral de Otha, si el
tamano efectivo de una poblacién es grande, las mutaciones casi neutrales van a ser
purgadas por seleccion natural, pero si el tamano efectivo es pequefo las mutaciones
pueden fijarse por deriva genética, por lo que esta teoria indica una relacién inversa
entre las tasas de sustitucion y el tamafno efectivo de la poblacion (Otha, 1996).
También se ha propuesto que las tasas de sustitucion se ven influenciadas por la
variacion en los mecanismos de reparacion del ADN ya que estos varian entre distintos
linajes y por factores como la radiacion UV y la temperatura (Britten, 1986).

Por lo anterior, y considerando que estos resultados solo son a nivel cloroplasto,
es importante analizar mas a fondo las tasas de sustitucion nucleotidica, tanto de
mitocondria como de nucleo, para conocer si los diferentes factores antes mencionados
estan correlacionados ya que esto nos podria dar una idea de los atributos de historia
de vida que estan influyendo en la diversificacion en los diferentes taxa del género

Cucurbita.

En cuanto a la tasa de diversificacion, esta fue de 0.320 spp. por millon de afos, que es
similar al género Acacia (0.340 spp./Ma) (Gomez-Acevedo ef al., 2010), intermedia en
comparacion con el género Agave (0.452 spp./Ma) y el género Yucca (0.266 spp./Ma)
(Good-Avila et al., 2006; Rocha et al, 2006), pero es alta en comparacion con el
género Abies (0.0205 spp./Ma) (Aguirre et al., 2012) y el género Bursera (0.0833
spp./Ma) (De-Nova ef al., 2011). Dentro del género Cucurbita, el grupo con una mayor
tasa de diversificacion fue Okeechobeensis (3.923 spp./Ma) posiblemente debido a que
es el grupo mas reciente, seguido del grupo Pepo (1.183 spp./Ma) el cual posee la
mayor cantidad de taxa del género. Los grupos Argyrosperma y Maxima presentaron
tasas similares, 0.923 spp./Ma y 0.858 spp./Ma respectivamente, ambos grupos poseen

especies domesticadas.
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Estas tasas de diversificacion podria estar relacionada con la especiaciéon
durante el periodo cuaternario en el Pleistoceno, del que se hablé anteriormente, en el
que se registro el surgimiento de los grupos actuales de Cucurbita.

La diversificacion del género Cucurbita también estar relacionada a la aparicion
de polinizadores de los géneros Peponapis y Xenoglossa, los cuales estan
especializados en la polinizacion de las plantas de calabaza, ya que se ha estudiado
que estas abejas tienen distribuciones similares y estan adaptadas a la floracién y a la
forma del polen (Hurd et a/., 1971).

Asi mismo, se ha observado que ciertas especies de Peponapis comparten nicho
con algunas especies de Cucurbita, principalmente las especies que se encuentran en
los desiertos como C. palmatay C. digitata (Giannini et al., 2011). Por otro lado, el
tiempo de divergencia estimado para la tribu Euwucerini, a al que pertenecen estos
géneros de abejas, fue estimada entre 7.45 y 9.26 Ma (Cardinal y Danforth, 2013) edad
similar a la calculada en este estudio para el género Cucurbita.

Por lo anterior, este estudio sugiere que la diversificacion del género esta mas
asociada a los polinizadores que a los posibles dispersores (Megafauna de
Norteamérica) que propone Kistler ef al. (2015). Por lo que podria haber una
coevolucion entre el género Cucurbita 'y los polinizadores de los géneros Peponapis y
Xenoglossa, lo cual seria interesante estudiar para comprender mejor esta cercana

asociacion y su importancia en la conservacion y diversificacion del género.

MITOCONDRIA

En el 2010 Alverson et al. secuenciaron el genoma mitocondrial de Cucurbita pepo
ssp. pepoy de Citrullus lanatus (pepino). Ellos encontraron que el genoma mitocondrial
de C. pepo contiene mas secuencias de cloroplasto (alrededor de 29 regiones no

codificantes) que lo que sucede en las mitocondrias de otras angiospermas. Dentro de
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estas regiones duplicadas se encuentra la region frnL-trnF. Misma que en este trabajo
se amplificé accidentalmente en la mitocondria en algunos de los taxa del género
Cucurbita, siguiendo las condiciones de PCR reportadas previamente para cloroplasto.

Esto tiene fuertes implicaciones al momento de realizar analisis filogenéticos ya
que esta region se encuentra altamente conservada en el cloroplasto mientras que en
la mitocondria se encuentra invertida y probablemente no sea una regién funcional.

Los métodos filogenéticos asumen que dos genes son homologos, por lo que el
utilizar secuencias no homologas sesga la topologia del arbol y las estimaciones del
tiempo de divergencia, ya que a lo largo del tiempo la similitud de dos genes puede ser
erosionada de manera que los datos de la secuencia en si no tienen suficiente
informacion acerca de la relacion entre los dos genes, asi mismo puede acumular
demasiada variaciéon ocasionando una sobreestimacion de la variacion presente en
cada especie (Lemey ef al., 2009).

Sin embargo es dificil identificar si las secuencias reportadas previamente en el
GenBank para esta region corresponden a mitocondria o cloroplasto, motivo por el cual
se decidi6é descartar el uso de este marcador en la filogenia del cloroplasto.

La inversion de la region frnL-trnF sucedié solamente en los taxa de los grupos
Pepo, Argyrosperma y Okeechobeensis, los cuales, de acuerdo con la filogenia de
cloroplasto son de divergencia reciente y comparten un ancestro comun. Sin embargo
también ocurrié algunas secuencias de C. maxima comerciales y una colectada en
Oaxaca.

En la topologia generada para este marcador se observé que las secuencias de
C. maxima se agruparon con los haplotipos de C. moschata, lo que podria deberse al
manejo de estas especies domesticadas, a una mala identificacion de semillas o a una
posible hibridacion entre estas dos especies (P. Hernandez-Vargas, en preparacion),

por lo que se sugiere utilizar marcadores nucleares para poder corroborar la identidad
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de estas muestras. En cuanto a los demas taxa, se observo la diferenciacion de los tres
grupos (Pepo, Argyrosperma, Okeechobeensis) como en la generada por el
cloroplasto. Aunque no fue suficiente la resolucion dentro del grupo Pepo, posiblemente
a su reciente divergencia o a la baja resolucidon de este marcador.

Sin embargo, no hay que descartar del todo a esta region de la mitocondria ya
que podria ser utilizada en estudios filogeograficos para evaluar diferencias entre

poblaciones de distintas especies del género Cucurbita.
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CONCLUSIONES

. Los marcadores de cloroplasto atp/-atpH, psbD-trnT, psbJ-petA aportaron una
buena resoluciéon para el estudio de las relaciones filogenéticas del género
Cucurbita.

. Se gener6o una filogenia molecular de cloroplasto mejor resuelta que las
previamente publicadas, en la que se observo una clara definicion de los grupos
pertenecientes al género Cucurbita con altos valores de soporte de ramas.

. Dentro del grupo Pepo, se observo la diferenciacion de las subespecies mexicanas
de las subespecies y variedades de E. U. A., lo cual soporta los dos eventos de
domesticacion en este grupo.

C. moschatay C. lundelliana se observaron dentro de los grupos Argyrosperma y
Okeechobeensis, respectivamente, por lo que se propone su inclusion formal a
estos grupos y su reevaluacién como posibles subespecies.

. Se obtuvo una fecha de divergencia estimada de aproximadamente 9.64 Ma para el
género Cucurbifa. Similar al de otros taxa endémicos de América y al de sus
polinizadores, lo que sugiere un proceso de coevolucién polinizador-planta.

. Los grupos actuales del género Cucurbita, divergieron durante el Pleistoceno, entre
1.75 Ma y 280 mil afos atras.

. El grupo Okeechobeensis es el grupo mas reciente del género Cucurbita de
acuerdo con las fechas estimadas de divergencia con 280 mil afos.

. La regién no codificante y altamente variable aip/-atoH presento la mayor tasa de
sustitucion en comparacion con las regiones codificantes rbcL y matK.

C. moschata presentd una tasa de sustitucibn molecular mas alta seguida de C.
cordata. Aunque no se observd una correlacion con su ciclo de vida o distribucion,

es posible que esté relacionado a su diversidad morfolégica o su manejo intensivo.
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10.La tasa de diversificacion del género Cucurbita fue de 0.320 spp/Ma, similar a otros
géneros de la flora mexicanas.

11.La region frl-trnF originaria del cloroplasto se encontré duplicada la mitocondria
en los taxa que pertenecen a los grupos mesofiticos Pepo, Argyrosperma y

Okeechobeensis. Encontrandose la misma topologia que con el cloroplasto.
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PERSPECTIVAS

Incluir las especies C. radicans 'y C. x scabridifolia al estudio de las relaciones
filogenéticas del género. Asi como utilizar preferentemente material fresco en
préximos estudios de amplificacion de ADN.

Realizar las inferencias filogenéticas incluyendo ADN mitocondrial y ADN de nucleo,
ya que el cloroplasto solo refleja la historia del linaje materno.

Evaluar las tasas de sustitucion molecular en funcion a los posibles factores que las
pudieran influenciar como temperatura, seleccion, deriva génica, diversificacion etc.
y analizar si correlacionan con alguno de estos.

Realizar estudios de coevolucion entre el género Cucurbita y los polinizadores del
género Peponapis y Xenoglossa.

Hacer reconstrucciones de las distribuciones ancestrales de las especies del género
para inferir su historia de su evolutiva, por ejemplo, identificar sitios de refugio y
diversificacion de las especies silvestres.

Realizar estudios a nivel poblacional de las especies domesticadas en relacion a
sus parientes silvestres mas cercanos.

Investigar mas a fondo la duplicacion de secuencias de cloroplasto en mitocondria y
si esto podria tener implicaciones de seleccion o algun cambio de habito en el

género Cucurbita.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotos e imagenes de las especies del género Cucurbita.

(* Fotos tomadas por Dr. Gabriela Castellanos, M. en C. Guillermo Sanchez y Leslie Paredes)

Grupo Digitata
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Anexo 2. Taxa y tipo de muestras obtenidas para la amplificacion de ADN de cloroplasto.

En rojo los taxa que amplificaron para mitocondria con la region #nL-F de cloroplasto.

Taxa Accesién Individuos Tipo de muestra Localidad
procesados
C. ecuadorensis 1139559 2 herbario Michigan E.U.
C. maxima andreana 1145347 1 herbario Michigan E.U.
C. maxima andreana 1307809 1 herbario New York E.U.
C. pepo ovifera 1139579 1 herbario Michigan E.U.
C. pepo ovifera 654196 1 herbario E.U. comprada en D.F.
C. pepo texana 975511 2 herbario Texas E.U.
C. lundelliana 838534 1 herbario Campeche Calakmul
C. lundelliana 1159948 1 herbario Michigan E.U.
C. lundelliana 798181 1 herbario Othon P. Blanco, Q. Roo
C. lundelliana Lun1 1 colectada Pueblo de Morelia,
Campeche
C. lundelliana Lun2 1 colectada Chinchonal, Campeche
C. palmata 107343 1 herbario San Felipe, Baja California
C. cylindrata 866756 1 herbario Baja California Sur
C. cordata 1366873 1 herbario Baja California Sur
C. peaatifolia 302141 1 herbario Guanajuato
C. pedatifolia 1161736 1 herbario San Luis Potosi
C. peaatifolia 698225 2 herbario Oaxaca
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C. pedatifolia peda 1 colectada San Juan Raya, Puebla
C. o. martinezii Okee 1 colectada Coatepec, Veracruz
C. maxima BG756 5 B.G. Celaya Guanajuato
Jalisco
C. pepo pepo BG569 10 B.G. Celaya Ojuelos, Jalisco
Jalisco
C. pepo pepo PpCh 5 Colectada San Cristobal de las Casas
Chiapas
C. ficifolia BG869 10 B.G. Celaya Chihuahua
Jalisco
C. ficifolia BG761 10 B.G. Celaya Jalisco
Jalisco
C. ficifolia Ftlax1 5 colectada Tlaxcala
C. ficifolia FCh 3 colectada San Cristobal de las Casas
Chiapas
C. ficifolia FSA 1 colectada San Andres Chiapas
C. a. sororia BG955 1 B.G. Celaya Sinaloa
Jalisco
C. a. sororia BG654 1 B.G. Celaya Chiapas
Jalisco
C. a. sororia BG687 1 B.G. Celaya Jalisco
Jalisco
C. foetidissima foeti 5 Colectada Bocoyna, Chihuahua
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C. pepo fraterna fra 633 27 B.G. Celaya Tamaulipas
Jalisco
C.pepo cult. cocozelle Ppc 2 comercial E. U
C. pepo cult. early prolific Peps 2 comercial E. U
satraightneck
C. pepo cult. black beuty Pbbz 2 comercial E. U
zuchini
C. pepo cult. delicata honey Pdhb 2 comercial E. U.
boat
C. palmata pal 1 colectada Sonora
C. digitata digi 1 colectada Sonora
C. moschata BG803 1 B.G. Celaya San Luis Potosi
Jalisco
C. moschata BG228 1 B.G. Celaya Tamaulipas
Jalisco
C. moschata cm 1 colectada Oaxaca
C. a. argyrosperma BG218 1 B.G. Celaya San Luis Potosi
Jalisco
Total 120
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Anexo 3. Protocolo de extraccion de ADN de cloroplasto mini-prep con CTAB y
cloroformo, Doyle y Doyle (1987) modificando.

1. Colocar alrededor de 1g de tejido fresco en un tubo ependorf de 2ml, poner dos
balines, uno abajo y otro arriba del tejido (balin - tejido - balin).

2. Preparar un stock de CTAB 2X + Mercaptoetanol (25ml CTAB + 75ul mercapto para
25 muestras). Agregar a la solucion 5 pyl de ARNasa por muestra.

3. Agregar 900ul de CTAB-Mercapto-ARNasa a cada muestra.

4. Colocar tubos en el Tissue Lyser y activar para moler el tejido. Rotar los tubos cada 3
minutos, recorriéndolos una linea cada vez.

5. Incubar a 60° C durante 20 minutos.

6. Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo de 2 ml. Cuidando que no se pasen los
balines y tratando de recuperar la mayor cantidad de liquido posible.

7. Agregar 600 ul de cloroformo: octanol 24:1 a temperatura ambiente y agitar.

8. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos a 4° C.

9. Trasladar el sobrenadante a un tubo recuperando de 450 pl.

10. Agregar 300 pl del volumen final de isopropanol frio para un tubo de 1.5 ml.

11. Dejar reposar de 2 hrs a 24 hrs en el Revco a -20° C.

12. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante.

13. Lavar la pastilla (pellet) con 500 pl de etanol frio a 60%, agitar levemente en vortex.

14. Centrifugar 13000 rpm por 5 minutos (repetir pasos 12 y 13, 2 veces).

15. Dejar secar la pastilla en la campana.

16. Resuspender la pastilla con 300 pl de agua irradiada (guardar en el refrigerador toda

la noche).
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Anexo 4. Procedimiento de extraccion de secuencias de genomas reportados.

Se descargaron los genomas de las especies de interés (ver Anexo 5). Posteriormente se
generd una base de datos de BLAST con los genomas de cloroplasto, utilizando el programa
formatdb del paquete BLAST legacy. Se utilizé el programa blastn del paquete BLAST+
para realizar una busqueda de cada secuencia con respecto a la base de datos generada,
es decir, los genomas de cloroplasto. Generando coordenadas dentro de cada genoma
donde se alinearon las secuencias de referencia, la cual fue una secuencia de C. pepo ssp.
pepo para cada marcador. Para la busqueda de BLAST se restringieron los resultados a
aquellos alineamientos que tuvieran un e-value < 1e-10. Esto permitid eliminar resultados
falsos y solo obtener los alineamientos entre secuencias homadlogas. Finalmente, se utilizo el
programa extractseq del paquete EMBOSS (Rice ef a/., 2000) para extraer las regiones de
interés dentro de cada genoma, utilizando las coordenadas obtenidas por el analisis de

BLAST.
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Anexo 5. Secuencias utilizadas para realizar la filogenia de cloroplasto del género Cucurbita.
Con puntos negros, secuencias amplificadas; en rojo secuencias tomadas del genebank (Zheng et al., 2013); secuencias con * en

azul extraidas del genoma de cloroplasto: Cucurbita spp. (Kistler et al., 2015), Lagenaria siceraria (Kistler et al., 2014) Cucumis

melo ssp. melo (Rodriguez et al., 2011).

Taxa psbD-trnT psbJ-petA aptl-aptH mpl20-rps 12 matk rbeL
Cucurbita moschata ° ° ° ° HQ438603 HQ438614
C. argyrosperma ssp. o ° o o HQ438592 HQ438617
argyrosperma
C. argyrosperma ssp. ] ° ° ° HQ438595 HQ438616
sororia
C. maxima ssp. ] ° ° ° HQ438602 HQ438627
maxima
C. maxima ssp. G 29254* G 29254* G 29254~ HQ438652 G 29254* G 29254*
andreana
C. ecuadorensis ° ° ° ° HQ438598 HQ438630
C. pepo ssp. pepo o ° o o HQ438611 HQ438623
C. pepo ssp. fraterna o ° o o HQ438608 HQ438622
C. pepo ssp. ovifera o ° o o HQ438609 HQ438626
C. pepo ssp. ozarkana Ames Ames Ames HQ438649 Ames Ames
26890* 26890* 26890* 26890* 26890*
C. pepo ssp. texana Pl 614689* Pl 614689* PI614689* HQ438648 Pl 614689* Pl 614689*
C. ficifolia . ° ° ° HQ438599 HQ438631
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C. lundelliana . . ° . HQ438601 HQ438619
C. okeechobeensis ° . ° ° HQ438604 HQ438621
Ssp. martinezif
C. okeechobeensis N/A (LAN, N/A (LAN, N/A (LAN, HQ438644 N/A (LAN, N/A (LAN,
ssp. okeechobeensis sample no. sample no. sample no. sample no. sample no.
S-600)* S-600)* S-600)* S-600)* S-600)*

C. cordata . ° ° . HQ438597  HQ438635

C. palmata . ° ° . HQ438606 HQ438634

C. digitata . ° ° . DQ536664  HQ438636

C. foetidissima . ° ° . HQ438600 HQ438632

C. pedatifolia . ° ° . HQ438607 HQ438633

Peponopsis adhaerens -—- --- - DQ536580 DQ536716 DQ535766
Lagenaria siceraria ~ KJ399882.1* KJ399882.1* KJ399882.1* KJ399882.1* KJ399882.1* KJ399882.1*
Cucumis melo subsp. NC_015983* NC_015983* NC_015983* NC_015983* NC_015983* NC_015983*

melo
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Anexo 6. Cronograma de tiempos de divergencia estimados para el género
Cucurbita (Ma), utilizando fechas fésiles.

Los puntos de calibracion se muestran en circulos rojos (ver Tabla 4).

* Lagenaria sicerarna

Cucumis melo ssp. melo

Peponopsis

&304

(. cordata

4
C. digitata

== EC. pedatifolia
: C. foetidissima

_ﬂrﬂ ficifolia

C. ecuadorensis

Shs sos l":%EC. palmata

818 ;
C. maxima

4*—_ 214

C. maxima ssp. andreana

C. pepo ssp. pepo
0.004
we  |C. pepo ssp. fraterna

0.009 .
C. pepo ssp. ovifera

008
¢ Depo ssp. ov. var. texana
0.001

C. pepo ssp. ov. var. ozarkana
4

k]

C. okee. ssp. okeechobeensis

13 ‘o
. Okee, ssp. martinezii
0.023

: & lundelliana

C. arg. ssp. sororia

006
. moschata
0.005

Millones de Afios
C. arg. ssp. argyrosperma

25 20 15 10 5 0
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Anexo 7. Tasas de sustitucidn molecular (sustituciones/sitio/millén de afios) para

cada taxon del género Cucurbitay cada region del cloropasto.

En rojo la tasa de sustitucién molecular promedio para el género

Regién de cloroplasto

Taxa atpl- rbcl.  psbD-  psbJ- rpl20- matK  Promedio
atoH trnL petA rps12

C. lundelliana 0.0005 0.0002 0.0008 0.0007 0.0003 0.0004 0.0005

C. o. ssp. martinezii 0.0005 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0004 0.0005

C. 0. ssp. 0.0003 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0004 0.0004

okeechobeensis

C. moschata 0.0251 0.0002 0.0008 0.0006 0.0002 0.0004 0.0046

C. a. ssp. argyrosperma ~ 0.0071 0.0002 0.0008 0.0006 0.0002 0.0004 0.0016

C. a. ssp. sororia 0.0002 0.0002 0.0008 0.0006 0.0002 0.0004 0.0004

C. pepo ssp. ovifera 0.0002 0.0002 0.0009 0.0006 0.0005 0.0004 0.0005

C. pepo ssp. fraterna 0.0003 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0005 0.0005

C. p.ssp. o.var. texana  0.0004 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0004 0.0005

C. p. ssp. o. var. 0.0004 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0004 0.0005
ozarkana

C. pepo ssp. pepo 0.0003 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0004 0.0004

C. maxima 0.0009 0.0002 0.0009 0.0007 0.0002 0.0004 0.0006

C. maxima ssp. 0.0003 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0004 0.0004
andreana

C. ecuadorensis 0.0002 0.0002 0.0007 0.0008 0.0002 0.0004 0.0004

C. ficifolia 0.0003 0.0002 0.0008 0.0006 0.0002 0.0004 0.0004

C. pedatifolia 0.0002 0.0002 0.0007 0.0007 0.0008 0.0004 0.0005

C. foetidissima 0.0013 0.0002 0.0007 0.0009 0.0002 0.0004 0.0006

C. digitata 0.0003 0.0002 0.0008 0.0008 0.0002 0.0005 0.0005

C. palmata 0.0003 0.0002 0.0008 0.0007 0.0002 0.0004 0.0004

C. cordata 0.0002 0.0001 0.0008 0.0009 0.0022 0.0004 0.0008

Promedio 0.0019 0.0002 0.0008 0.0007 0.00035 0.0004 0.0007
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