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Resumen.

La domesticacion es un proceso evolutivo dirigido por la seleccion artificial que resulta en la
divergencia entre un taxon silvestre y un taxon domesticado. Las especies domesticadas son
excelentes modelos para estudiar el proceso evolutivo desde distintos enfoques como la
morfologia, la fisiologia y la genética. Los principales estudios sobre el tema se han realizado
mediante marcadores moleculares que se analizan bajo el marco conceptual de la genética de
poblaciones y la filogeografia. Con la domesticacion de especies la humanidad ha generado una
amplia diversidad de recursos que son el sostén de la economia mundial y la base para la
seguridad alimentaria. Dentro de estos recursos se encuentran las especies domesticadas del
género Cucurbita (C. argyrosperma, C. moschata, C. pepo, C. ficifolia y C. maxima)
generalmente conocidas como calabazas. Esta tesis presenta un analisis de la genética de
poblaciones, la filogeografia y un aporte etnobotanico de estas especies. En el caso particular de
C. moschata (calabaza de castilla), una especie ampliamente apreciada por su fruto, se analizaron
marcadores genéticos de nicleo y mitocondria de variedades tradicionales de México para
evaluar la variacion y estructura genética. También, se estudiaron sus relaciones filogeograficas
con el objeto de comprender mejor su historia evolutiva. En los sistemas agricolas tradicionales
es comun encontrar distintas especies de calabazas, con el objetivo de determinar los niveles de
flujo genético, también con marcadores moleculares, se evalud la diferenciacion genética entre
especies mediante analisis bayesianos. Finalmente, se document6 la diversidad de calabazas en
una region de Andina del Perti. A lo largo de esta tesis se discuten con mayor detalle los patrones
de diversidad genética y las posibles causas evolutivas que han modelado las variedades actuales
de C. moschata en México. También se analiza la importancia de la hibridacién en la
conservacion de los acervos genéticos que representan estas especies y sus variedades locales en
México. Finalmente, la documentacion de diversidad de variedades locales encontradas en Peru

permiti6 aportar evidencia que apoya la hipotesis del origen andino de una de las especies.



Abstract.

Domestication is an evolutionary process driven by artificial selection that results in divergence
between a wild taxon and a domesticated taxon. Domesticated species are excellent model
systems to study evolution using morphological, physiologyical and genetic approaches. The
main studies of domestication have been carried out using molecular markers that are analyzed
under the conceptual framework of population genetics and phylogeography. With the
domestication of species, mankind has generated a wide diversity of resources that are the
mainstay of the world economy and the basis for food security. Among these resources are the
domesticated species of the genus Cucurbita (C. argyrosperma, C. moschata, C. pepo, C. ficifolia
and C. maxima) generally known as pumpkins, gourds and squashes. This thesis presents an
extensive analysis of population genetics, phylogeography and an ethnobotanical contribution of
these species. In the particular case of C. moschata (calabaza de castilla), a species widely
appreciated for its fruit, I analyzed nuclear and mitochondrial genetic markers of traditional
varieties from Mexico to evaluate its genetic variation and structure and phylogeographic
relationships to understand its evolutionary history. In traditional agricultural systems it is
common to find different pumpkin species; to determine the levels of gene flow among the
different species, I evaluated the genetic differentiation between species by Bayesian analysis.
Finally, I documented the diversity of pumpkins in an Andean region of Peru. Throughout this
thesis, I discuss in detail the patterns of genetic diversity and possible evolutionary causes that
have shaped the current varieties of C. moschata in Mexico. Also, I analyzed the importance of
hybridization in the conservation of gene pools representing different species and their landraces
in Mexico. Finally, the diversity of landraces found in Peru support the hypothesis of the Andean

origin of one of the species.
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Introduccion.

Evolucion bajo domesticacion.

Charles Darwin en E/ Origen de las Especies (1859) propuso su teoria de evolucion, la cual
considera dos premisas principales: los organismos descienden con modificaciones a partir de un
ancestro comun y que la causa principal de modificacion es la Seleccion Natural que acta en la
variacion que se hereda. Para que su teoria fuera aceptada por la comunidad cientifica, Darwin
proporcion6 abundantes evidencias entre las que destaca su investigacion acerca de la variacion
en las especies domesticadas, trabajo al cual dedic6 al primer capitulo de su libro (La variacion
en estado doméstico) del Origen. En términos generales, Darwin propone que los animales y
plantas domesticados difieren mas entre si que los individuos de cualquier especie en estado
natural. La gran diversidad de las especies domesticadas se debe a la seleccion artificial que
ejerce el ser humano al favorecer (o no) la frecuencia de ciertos individuos. A partir del trabajo
de Charles Darwin y otros naturalistas de la época, como Alphonse de Candolle, con su obra
Origine des plantes cultivées (1883), se fundaron las bases teodricas actuales de la evolucion bajo
domesticacion.

La evolucion bajo domesticacion es el proceso de divergencia evolutiva de un organismo
que resulta en el establecimiento de una nueva especie (la especie domesticada) y su pariente
silvestre estrechamente relacionado (Meyer y Purugganan, 2013). Para que esto suceda es
necesaria la interaccion de interdependencia entre dos organismos: (1) El domesticador, que es
el encargado de dirigir el proceso mediante la seleccion artificial, a partir de la cual cuida y
controla la reproduccion de los individuos de la otra especie. (2) El domesticado, que es el
organismo (planta, animal, hongo o bacteria) que posee caracteristicas de interés/utilidad para el
domesticador (Zeder et al., 2006). Aunque se reconoce al humano como la especie que mas ha
domesticado organismos de distintas especies, por ejemplo también se han identificado algunas
especies de insectos (hormigas, termitas y escarabajos) que llevan a cabo el cuidado y
reproduccion controlada de consorcios microbianos para su beneficio (Mueller et al., 2005).

Generalmente se considera que la domesticacion es el punto final de un continuo que (1)
comienza con la seleccion de especies silvestres para su explotacion, (2) continda a través del
cultivo/crianza de los organismos seleccionados y (3) termina con la fijacién/formacion de una

nueva poblacion, linaje o especie que difiere morfoldgica, fisioldgica y genéticamente del



progenitor silvestre (Pickersgill, 2007). Asi, las especies domesticadas se pueden definir como
aquellas poblaciones/linajes de organismos que presentan un conjunto de modificaciones
resultado de la adaptacion dirigida por seleccion artificial para su cultivo/crianza y destinadas
para el uso o consumo (Gepts, 2010).

Dado que la domesticacion comprende distintas etapas, tenemos un gradiente en el que se
pueden reconocer por un lado a linajes/poblaciones que presentan caracteristicas o rasgos de una
domesticacion parcial o incipiente y que son capaces de sobrevivir en un estado silvestre
(Eguiarte et al., 2018). Y por el otro, tenemos a las especies totalmente domesticadas que son
aquellas que han divergido suficiente de su pariente silvestre y requieren/dependen totalmente de
los cuidados del domesticador para reproducirse y seguir sobreviviendo (Zeder, 2015).

El proceso de domesticacion no toma el mismo tiempo para todos los organismos y no
todas las especies fueron domesticadas a la vez; al contrario, es un proceso que incluso esta
sucediendo es este momento para muchas especies. Originalmente, se creia que la divergencia
entre el organismo domesticado y el pariente silvestre ocurria rapidamente (Hillman y Davies,
1990), sin embargo, ahora se sabe que puede ser un largo proceso abarcando de cientos a miles de
afios (Purugganan y Fuller, 2011).

El registro arqueoldgico sugiere una primera etapa de pre-domesticacion en la cual los
humanos cuidaban conscientemente formas silvestres que mostraban atributos o rasgos
favorables (Meyer y Purugganan, 2013). Una vez que concluye la etapa de pre-domesticacion y
la diferenciacion es claramente marcada entre el organismo domesticado y su pariente silvestre
mas cercano, el proceso de domesticacion contintia con una segunda etapa, que consiste en el
incremento in situ de organismos con los rasgos favorables. La tercera etapa corresponde a una
fase de diversificacion y mayor divergencia genética, fisioldgica y morfoldgica. A lo largo del
periodo de diversificacion los organismos domesticados se propagan y adaptan a nuevos
ambientes agroecologicos y responden a diferentes preferencias culturales (Meyer y Purugganan,
2013). Finalmente, con la intencion de maximizar los atributos de las especies domesticadas (p.
ej., rendimiento, facilidad de cultivo/crianza, calidad, etc.), la ultima etapa implica la
reproduccidn consciente y deliberada de estos organismos. Esta etapa continua haciéndose desde
hace un poco més de 11,000 afios (Meyer y Purugganan, 2013).

Independientemente del grado de domesticacion, todas las especies domésticas presentan

caracteristicas que establecen las diferencian entre ellas y sus progenitores/parientes silvestres,



estos rasgos se conocen como sindromes de domesticacion 'y son los atributos seleccionados
durante la transformacion inicial (Hammer, 1984; Olsen y Wendel, 2013). Entre los sindromes de
domesticaciéon mas comunes en las plantas se encuentran: el incremento en el tamaio de las
semillas y los frutos, pérdida de la dormancia, cambios de sabor de frutos, semillas y raices,
frutos suaves y ciclos de vida mas cortos. Las etapas asociadas a la difusion de las especies
domesticadas traen consigo una mayor diversidad de rasgos y solo por citar algunos podemos
sefalar: el incremento en el nimero de semillas, reduccion de la toxicidad de las raices, mayor
tolerancia al estrés bidtico y abidtico, floracion sincronica y mayor rendimiento (para una lista
mas completa, ver Meyer y Puruagganan, 2013).

Desde el punto de vista genético, el proceso de domesticacion implica seleccion y fijacion
de alelos relacionados con rasgos favorables. Por ejemplo, la fijacion del alelo Sh/ evitd que las
semillas del maiz, arroz y sorgo se desprendieran facilmente y su cosecha fuera mas sencilla,
(Stetter et al., 2017). Algunos alelos que confieren fenotipos domesticados son el resultado de
mutaciones que ocurrieron en el pariente silvestre y/o surgieron durante el proceso de
domesticacion (Jaenicke-Després et al., 2003). Algunos otros alelos representan variacion
preexistente que, bajo el proceso de domesticacion, se vieron favorecidos. La velocidad de
fijacion de estos alelos depende en gran medida de la intensidad de la seleccion artificial, sin
dejar de lado la accion continua y progresiva del resto de las fuerzas evolutivas [endogamia, flujo
genético, deriva génica (Casas y Parra, 2016)].

Dado que el proceso de evolucion bajo domesticacion ocurre “rapidamente” respecto a lo
que sucede de forma natural, las especies domesticadas representa excelentes modelos para el
estudio de distintos procesos evolutivos y el papel de las distintas fuerzas evolutivas. Como
inicialmente se sefiald al inicio de esta tesis, Darwin (1859) tomd como ejemplo los taxa
domésticos para estudiar la adaptacion y la especiacion. Por sus cualidades, las especies
domesticas brindan un amplio espectro y grado de divergencia que permite a los cientificos
evaluar, analizar y entender los cambios morfoldgicos, fisiologicos y genéticos de las especies

bajo un enfoque evolutivo.



Marco tedrico para el estudio de la evolucion bajo domesticacion.

El estudio de la domesticacion es multidisciplinario y lo que sabemos actualmente de este
proceso proviene de areas de estudio como la botanica, la arqueologia, la biogeografia, la
etnoboténica e incluso de la lingiiistica (Larson et al., 2014). No obstante, el descubrimiento y
desarrollo de la genética ha proporcionado poderosas herramientas para su analisis.

La domesticacion es un proceso que deja huellas en el material genético de las especies y
esas sefiales pueden ser identificadas a través del uso de marcadores moleculares. Estos
marcadores genéticos permiten hacer inferencias sobre la historia de la domesticacion y las bases
moleculares de este proceso. También es posible evaluar el estado actual de la diversidad
genética de las poblaciones, asi como reconocer los genes involucrados en los sindromes de
domesticacion para su aplicacion en el mejoramiento y desarrollo de nuevas variedades (Gaut
et al., 2015; Guerra-Garcia y Pifiero, 2017; Kantar et al., 2017; Eguiarte et al., 2018).

Por un lado, la filogeografia es una rama del conocimiento que permite estudiar los
componentes historicos, filogenéticos, y la distribucion espacial de los linajes de genes bajo un
enfoque de dos dimensiones [tiempo—espacio] (Vazquez-Dominguez et al., 2009). A partir de la
filogeografia es posible abordar preguntas acerca del origen geografico y el numero de eventos de
domesticacion que han sufrido las especies. Por ejemplo: ;Las especies se domesticaron una sola
vez o sucedié mas de una vez? ;Las especies se domesticaron en un solo lugar o fueron
domesticadas de manera independiente en distintas regiones?

Por su parte, la genética de poblaciones proporciona el marco conceptual para analizar la
distribucion espacial de las frecuencias alélicas con el objetivo de reconocer los niveles de
variacion y los patrones de diversidad de las poblaciones. El equilibrio de Hardy-Weinberg es un
modelo que describe como se comporta la variacion en ausencia de cualquier fuerza evolutiva
(Eguiarte et al., 2013). Teniendo como punto de partida esta hipotesis nula, con los estadisticos
basicos de la genética de poblaciones (p. ej., heterocigosis esperada [Hg] y observada [Ho],
diversidad haplotipica [Hq], riqueza alélica [4]) podemos hacer inferencias acerca del estado
actual de la diversidad. También es posible inferir la intensidad y el balance de las fuerzas
evolutivas sobre las diferencias en las proporciones de alelos entre las poblaciones. Asimismo,
permite identificar poblaciones con variacion y estructura particular o que las distingue del resto

de las poblaciones que conforman una especie.



Origen y diversificacion de las especies domesticadas.

A partir de filogenias moleculares se pueden evaluar las relaciones de parentesco entre las
especies domesticadas y sus parientes silvestres. En términos filogenéticos existen dos grandes
grupos de métodos de reconstruccion: los que utilizan distancias genéticas (p. ej. neighbor-
Jjoining)y los métodos que se basan en caracteres (p. €j. maxima parsimonia, maxima
verosimilitud e inferencia Bayesiana) (Swofford et al., 1992; Lemey et al., 2009). Con estos
estudios se ha podido reconocer que hay familias taxondmicas con mayor niumero de especies
que se han logrado domesticar en comparacion con otras. Por ejemplo, en la familia Solanaceae
se han documentado mas de 30 especies domesticadas; esta familia incluye géneros como
Solanum [tomate, papa] y Capsicum [chile] (Meyer y Purugganan, 2013). En la familia
Cucurbitaceae hay varias especies domesticadas, tal es el caso del género Cucurbita, reconocido
por incluir las calabazas domesticadas, con al menos seis eventos de domesticacion
independientes (Kistler et al., 2015; Kates et al., 2017a; Castellanos-Morales et al., 2018).

La filogenética, la biogeografia y la filogeografia proveen el marco conceptual para
estudiar el origen y las distribuciones geograficas de los linajes, especialmente dentro y entre
especies estrechamente relacionadas, permitiendo identificar procesos historicos y
contemporaneos ligados a los cuellos de botella, expansiones y migraciones de las especies
domesticadas (Avise, 2000). Los andlisis filogeograficos son particularmente utiles en el estudio
del proceso de domesticacion, porque en general estas especies incluyen mas de un linaje
evolutivo asociado a procesos de diferenciacion poblacional en una ventana de tiempo (Aguirre,
2015).

Tradicionalmente, en los estudios filogeograficos se utilizan regiones del ADN de
mitocondria y cloroplasto que son ideales para la reconstruccion filogeografica de linajes de
genes (Avise, 2009). Estos marcadores generalmente son regiones selectivamente neutras, se
heredan via materna (salvo ciertas excepciones) y no recombinan (también salvo ciertas
excepciones). Ademas, tienen un cierto grado de polimorfismo intraespecifico y en algunas
ocasiones cuentan con una alta tasa de mutacion (Hickerson et al., 2010; Aguirre-Dugua y
Gonzalez-Rodriguez, 2016).

Las inferencias filogeograficas tienen su base en la teoria de coalescencia (Avise, 2000).
Este enfoque se basa en la reconstruccion, desde el presente hacia el pasado, de las relaciones

histdricas entre los genes de una muestra haciéndolos converger en el Gltimo ancestro en comiin



(Rosenberg y Nordborg, 2002). En el caso de las especies domesticadas se analizan los linajes de
una o muchas poblaciones, representantes de distintas variedades y los parientes silvestres mas
cercanos (Aguirre-Dugua y Gonzalez-Rodriguez, 2016).

Un método ampliamente usado para entender estas relaciones intraespecificas es la
construccion de redes de haplotipos. Un haplotipo es un grupo de alelos ligados que corresponde
a una secuencia de ADN, la cual se puede distinguir de sus secuencias homologas (Hedrick,
2005). Estas redes permiten describir relaciones no jerarquicas y reticuladas entre haplotipos,
medir la frecuencia gréfica de los haplotipos e incluso se permiten inferir los haplotipos no
muestreados o faltantes (Vazquez-Dominguez et al., 2009). Entre los algoritmos ampliamente
utilizados para la reconstruccion de redes de haplotipos se encuentran el median-joining network
(Bandelt et al., 1999), implementado en programas como NETWORK (Fluxus-engineering,
2015). Una red de haplotipos muestra la relacion entre los haplotipos con base en el numero de
mutaciones, las conexiones entre ellos representan eventos de coalescencia y el tamafio del
simbolo que representa a cada haplotipo generalmente indica la frecuencia dentro de la muestra.
De acuerdo con Clement et al. (2000) los patrones generales que se pueden observar son: (i) los
haplotipos mas frecuentes o con conexiones multiples tienen mayor probabilidad de ser los
haplotipos ancestrales y (7i) un haplotipo ancestral comiinmente se encuentra al centro de la red y
los periféricos son los mas recientes.

El estudio de la domesticacion a partir de este tipo de analisis ha permitido conocer, por
ejemplo, que el origen del maiz (Zea mays) es monofilético, deriva de la especie silvestre Z. mays
spp. parviglumis y su domesticacion ocurri6 hacia el oeste de México (Matsuoka et al., 2002).,
mientras tanto que, la cebada (Hordeum vulgare) tuvo dos centros independientes de origen, la

cebada de Europa y Africa del Norte y la cebada de origen asiatico (Saisho y Purugganan, 2007).

Diversidad y estructura genética de las especies domesticadas.

La genética de poblaciones permite caracterizar en términos cuantitativos la diversidad genética
de las poblaciones y determinar su estructura considerando el espacio geografico (Eguiarte,
1999). Se sirve de los marcadores moleculares para detectar polimorfismos (variantes/
mutaciones) entre alelos de un gen (Grover y Sharma, 2016). Las isoenzimas (formas multiples
de enzimas) fueron de los primeros marcadores moleculares en implementarse en los estudios

para cuantificar variacion genética en poblaciones naturales [principalmente humanos y moscas



del género Drosophila (Hubby y Lewontin, 1966)]. Posteriormente se implementaron en estudios
de poblaciones domesticadas. Por ejemplo, a partir de datos de isoenzimas se obtuvo una mejor
resolucion para diferenciar a las especies del género Psidium donde se ubica la guayaba
domesticada (Albany et al., 1997). No obstante, el rapido desarrollo de marcadores que provienen
de las moléculas de ADN (cloroplasto, mitocondria y nucleo) desplazo a las isoenzimas y hoy su
uso en genética de poblaciones es casi obsoleto.

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSRs) han sido mayormente usados en
la genética de poblaciones para estimar los niveles de diversidad genética (Litt y Luty, 1989).
Marcaron la base de mucho del conocimiento de la diversidad genética de las poblaciones
naturales y domesticadas. Son excelente marcadores para identificar patrones de estructura
genética y eventos de flujo genético entre poblaciones e introgresion. Ademads, permiten
determinar patrones evolutivos de los procesos historico del origen de especies y razas o
variedades locales en el caso de especies domesticadas (Formisano et al., 2012; Castellanos-
Morales et al., 2019). Estos marcadores siguen siendo la principal herramienta en los estudios de
diversidad genética en virtud de las ventajas que ofrecen: (i) alto grado de polimorfismo; (7i)
segregan de manera mendeliana y son codominantes y; (7ii) son selectivamente neutros
(Goldstein y Pollock, 1994).

Uno de los estudios mas completos de la historia evolutiva y la diversificacion de una
especie domesticada de importancia a nivel global se abord6 utilizando datos de microsatélites
nucleares. En 2002, Matsuoka et al. analizaron la diversidad genética del maiz (Z. mays spp.
mays). Ellos analizaron poco mas de 260 individuos, algunos pertenecian a poblaciones de
teocintle (Z. mays spp. parviglumis y spp. mexicana) y otros a poblaciones domesticadas
recolectadas desde Canada hasta el norte de Chile. Con la informacion de 99 loci de
microsatélites evaluaron el flujo y estructura genética mediante métodos de agrupamiento,
estudiaron la covarianza de las frecuencias alélicas con un andlisis de componente principales y
con la distancia de alelos compartido obtuvieron una reconstruccion filogenética. Entre los
resultados mas relevantes de su investigacion, delimitaron que el maiz se domesticé en un solo
evento a partir de la spp. parviglumis en México hace ~9,000 afios. También observaron que
variedades domesticadas forman grupos definidos de acuerdo con la region o variedad local a la

cual pertenecen. Finalmente, encontraron sefiales de introgresion entre los taxones (teocintle-



maiz), con lo cual demostraron la importancia del flujo genético con la spp. mexicana como un
factor que contribuye en la diversidad del maiz domesticado.

El rapido desarrollo de las tecnologias de secuenciacion masiva y el ensamble de genomas
completos permitié identificar variantes a una resolucion de un solo sitio en el ADN. Con las
técnicas de secuenciacion de siguiente generacion NGS por sus siglas en inglés (next generation
sequencing), también llamadas técnicas de secuenciacion paralela masiva, la genética de
poblaciones y otras ramas del conocimiento se beneficiaron con la identificacion de los
polimorfismos de nucledtido tinico o SNPs (single nucleotide polymorphisms) a lo largo de todo
el genoma (Escalante et al., 2014). Pese a que no son altamente polimorficos como los
microsatélites, la ventaja es que existen miles a lo largo del genoma, tanto en regiones neutrales
como codificantes (Eguiarte et al., 2013). Los costos actualmente son mucho mas accesibles y en
los ultimos afios el desarrollo de paqueterias bioinformaticas exclusivas para su andlisis hace los
estudios de gendomica de poblaciones muchos mas sencillos que hace una década.

Los SNPs derivados de métodos NGS han sido ampliamente utilizados en estrategias de
desarrollo de marcadores con aplicaciones en la agricultura, como el caso del tomate [Solanum
lycopersicum (Lin et al., 2014)]. En términos evolutivos, permiten evaluar la diversidad genética
de las especies y realizar estudios de adaptacion local como el del pariente silvestre del maiz [Zea
mays ssp. parviglumis (Aguirre-Liguori et al., 2017; 2019)]. En términos de conservacion, han
permitido la genotipificacion de colecciones de germoplasma y la identificacion de accesiones
duplicadas (De Albuquerque et al., 2019).

Si la historia evolutiva de las especies se ha podido deducir a través de unas decenas de
marcadores (por qué utilizar SNPs? Estos polimorfismos se encuentran relativamente
homogéneos a lo largo del genoma (Escalante et al., 2014), identificar estas variantes permite
analizar el efecto y patrones relativos de los procesos evolutivos y la intensidad de cada una de
sus fuerzas a nivel gendmico (Eguiarte et al., 2013). Ademas de conocer la historia evolutiva de
las especies con mayor precision, estos marcadores ofrecen la oportunidad de detectar los genes
relacionados a las adaptaciones locales ya que presentaran frecuencias alélicas contrastantes entre
poblaciones(Eguiarte et al., 2013).

Hay tres principales enfoques para la identificacion de variantes a lo largo del genoma que
incluyen, entre otras, la secuenciacion del genoma completo WGS (whole genome sequencing), la

genotipificacion por secuenciacion GBS (genotyping-by-sequencing) y variantes andlogas de



representacion reducida, como RAD-seq (restriction site-associated DNA sequencing) y la
secuenciacion del exoma completo WEC (whole exome capture sequencing) y cada uno de ellos
puede tener distintas ventajas y aplicaciones sobre el otro (Yao et al., 2020).

En términos muy generales, la metodologia basada bajo un enfoque de GBS y otros
métodos de representacion reducida consiste en: 1) extraccion de ADN; 2) fragmentacion del
ADN mediante enzimas de restriccion o sonicacion; 3) seleccion de fragmentos (100-200 pb); 4)
adicion de adaptadores a los fragmentos; 5) la construccion de librerias (si la tecnologia de
secuenciacion lo requiere), y 6) secuenciacion (Escalante et al., 2014). Para conocer las ventajas
y desventajas de las plataformas mas comunes ver Eguiarte et al. (2013).

La metodologia GBS ofrece la ventaja de trabajar con genomas de todo tipo de tamafios
debido (Yao et al., 2020). Por el contrario, ademas de los costos elevados de genotipificacion, el
poder de computo y la dependencia de los conocimientos bioinformaticos son necesarios para
alcanzar los objetivos y metas especificas de cada estudio (Eguiarte et al., 2013).

Un ejemplo que muestra las ventajas de la metodologia GBS es la historia evolutiva del
maiz domesticado. Recientemente se ha dado un giro gracias al andlisis de poco mas de 32,000
SNPs. Moreno-Letelier et al. (2020) analizaron poblaciones de teocintle y razas criollas
colectadas en México. Contrario a lo que habian propuesto Matsuoka et al. (2002) y Van
Heerwaarden et al. (2011) -quienes sugieren que el maiz se domestic6 en la Cuenca del Balsas en
el estado de Guerrero (Matsuoka et al., 2002; Van Heerwaarden et al., 2011)-, Moreno-Letelier et
al. (2020) proponen que el proceso pudo haber iniciado en las costas del estado de Jalisco. Sin
importar el tipo de marcador molecular utilizado (microsatélites o SNPs), ambos estudios
(Matsuoka et al., 2002; Moreno-Letelier et al., 2020) ponen de manifiesto la importancia del flujo
genético y los multiples eventos de introgresion en la compleja historia de la domesticacion del

maiz.

Diversidad genética y el manejo de las especies domesticadas ;qué papel tienen las fuerzas
evolutivas en su mantenimiento?

La asociacion de organismos domesticados con los humanos tiene ~12,000 afos (Meyer y
Purugganan, 2013). Darwin, como anteriormente se menciono, encontr6 en las especies
domesticadas un sistema util para explicar el origen de la variacion (Eguiarte et al., 2018). Al

igual que los criadores de plantas y animales de aquella época, Darwin poseia conocimiento



acerca de la variacion preexistente en los organismos y como a partir de ella se desarrollaban
nuevas razas a través de la seleccion artificial (Casas y Parra, 2016). Pese a que desconocia los
trabajos de Mendel (1866), ¢l también reconocia que la herencia de las caracteristicas era parte
fundamental para la transmision de la variacion a lo largo del tiempo.

Desde el inicio y en cada generacion del proceso de domesticacion la seleccion y fijacion
de rasgos favorables suelen limitarse a un nimero reducido de individuos de la especie
progenitora (Doebley et al., 2006), y durante este periodo, se aumenta la frecuencia in situ de los
organismos seleccionados. La poblacion domesticada que se establece a partir de esos pocos
individuos difiere considerablemente en su diversidad genética respecto a la especie silvestre
porque uno de los efectos mas drasticos de los cuellos botella es la reduccion o pérdida de
variacion genética (Doebley, 1989). Contrariamente, los estudios recientes de la diversidad
génica de las especies domesticadas apuntan que muchas de las plantas domesticadas en realidad
presentan poca pérdida de diversidad genética. En los siguientes parrafos se explicaran algunos
procesos que contrarrestan la pérdida de variacion causada por los cuellos de botella asociados a
los eventos de domesticacion.

El inicio de la domesticacion se establece a partir de la seleccion de distintos individuos
de una poblacién progenitora que poseen atributos de interés o rasgos favorables. El resultado del
proceso selectivo son poblaciones con caracteres que las distinguen, pero con diferencias en las
frecuencias de los alelos (Casas et al., 1997). En otras palabras, el cuello de botella asociado a
esta primera etapa del proceso se ve contrarrestado porque: (/) aunque se selecciona un atributo,
los individuos seleccionados con ese rasgo difieren en las frecuencias de sus alelos para distintos
genes; (2) no debe descartarse la posibilidad de que los individuos provengan de mas de una
poblacion progenitora o linajes distintos y (3) es posible que se hayan domesticado més de una
vez en el tiempo. Una vez que se han fundado poblaciones de individuos seleccionados por sus
rasgos de interés y comienza la etapa de diversificacion, las distintas presiones de seleccion
entran al juego. Las presiones de seleccion han generado dentro de las especies domesticas una
amplia diversidad de variedades. Por ejemplo, para el arroz (Oryza sativa) se han reconocido mas
de 50,000 variedades (Sinha y Mishra, 2012).

Entonces, /cudles son las presiones de seleccion que conllevan a la diversificacion de
especies domesticadas? La fuerza principal es la seleccidn artificial que se puede dividir en

seleccion consciente y seleccion inconsciente. La seleccion consciente o intencional es aquella
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que se aplica deliberadamente para incrementar en frecuencia atributos de interés. En otras
palabras, se preserva lo que se considera que tiene mayor valor de cada organismo y ese mismo
criterio se aplica generacion tras generacion (Zohary, 2004).

Por otra parte, la seleccion inconsciente o automatica es aquella que se lleva a cabo
involuntariamente cuando los organismos domesticados son movidos de su habitat de origen para
ser colocados frecuentemente en lugares muy distintos. La difusion a nuevos ambientes
automaticamente promueve cambios drasticos en las presiones de seleccion. Los organismos
domesticados pierden y desarrollan nuevas adaptaciones para sobrevivir a las nuevas condiciones
ecologicas (Zohary, 2004).

La seleccion artificial no anula las presiones de la selecciéon natural sobre los organismos
domesticados y su diversidad (Guillén et al., 2013). En ambos procesos de seleccion artificial hay
consciencia e intencion, solo que los efectos de la seleccion consciente son mas rapidos,
sistematicos y explicitos que los de la seleccion inconsciente (Casas y Parra, 2016).
Concisamente, la variacion que heredan los organismos seleccionados de la poblacion
progenitora no se pierde drasticamente ni en el inicio del proceso de domesticacion ni en las
etapas posteriores. La variacion de las especies domesticadas son expresiones de divergencias
(diferencias morfoldgicas o genéticas) generadas intencionalmente a través de la seleccion
artificial.

Ademas de las presiones de seleccion, la deriva génica, la endogamia, la mutacion y el
flujo genético son importantes en el establecimiento de nuevas variedades porque regulan los
niveles de variacion y moldean los patrones de diversidad genética. La deriva genética es una
fuerza evolutiva que afecta a todos los loci, pero en el proceso de domesticacion influye
fuertemente en la fijacion o eliminacion de alelos. En las poblaciones naturales es un proceso
aleatorio y el tiempo que tarden en fijarse y/o perderse un alelo dependera del tamafio efectivo de
la poblacion. (Hedrick, 2005). Sin embargo, en el proceso de domesticacion la deriva es
particularmente importante, porque el manejo selectivo de porciones de diversidad genética
determina los efectos fundadores para establecer las divergencias evolutivas en pocas
generaciones (Casas y Parra, 2016). Se fijan y pierden alelos en cada generacion, pero la
diversidad genética, al menos en plantas, se mantiene debido a que los tamafios efectivos son
grandes, debido a la difusion y establecimiento de nuevas poblaciones (Hernandez-Rosales et al.,

2020).
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La endogamia es una fuerza que opera de manera natural, sin embargo, en la
domesticacion de especies es generalmente un proceso guiado y favorecido intencionalmente.
Mediante la reproduccion controlada de individuos, se asegura que la progenie herede los
atributos seleccionados de tal manera que las cruzas endégamas permiten el establecimiento en
pocas generaciones de nuevas variedades. Sin embargo, esta fuerza evolutiva disminuye la
diversidad genética de las poblaciones, porque la fijacion de los rasgos favorables requiere un
control de la reproduccion y generalmente los individuos manejados resultan estar estrechamente
emparentados. El caso mas extremo de una cruza endogdma se da en las plantas con la
autofecundacion o con clonalidad. Asi como la deriva genética, la endogamia tiene efectos sobre
toda la variacion del genoma y por ello no se descarta la posibilidad de resultados no deseables,
como la expresion de genotipos no favorables y la disminucion de la variabilidad genética. No
obstante, la endogamia es una fuerza evolutiva considerablemente importante en el proceso de
evolucion bajo domesticacion, es la expresion del manejo ancestral y actual que continta hoy en
dia para el desarrollo y mejoramiento de plantas y animales (Hawkes, 1983; Casas y Parra, 2016).

El flujo genético es la principal fuerza evolutiva que compensa la pérdida de variacion
causada por la deriva genética y la endogamia. La introgresion con los parientes silvestres y/o
especies hermanas permite intercambio y aumento de la diversidad genética. Entre las practicas
de manejo mas comunes en plantas se encuentra el movimiento e intercambio de germoplasma,
que promueve que nueva diversidad se introduzca entre las poblaciones domesticadas. Ademas,
se ha propuesto que el flujo entre especies se ve facilitado e intensificado por el manejo humano
(Aguirre-Dugua et al., 2012; Sanchez-de La Vega et al., 2018). Estudios recientes han
confirmado que el flujo genético entre la especies progenitora silvestre y el taxéon domesticado ha
sucedido desde el inicio de la domesticacion y continuia actualmente, tal es el caso del maiz y su
pariente silvestre el teocinte (Moreno-Letelier et al., 2020).

Finalmente, ninguna especie ni silvestre ni domesticada estd exenta de la mutacién. Esta
es la fuerza evolutiva que genera diversidad genética de novo (Futuyma, 2013). Las mutaciones
son las sefiales en el material genético que permiten reconocer en las especies domesticadas los
procesos asociados a adaptaciones geograficas y reconstruir el origen. Las mutaciones pueden
cambiar las funciones de los genes en la especie progenitora, teniendo como resultado fenotipos o
atributos favorables que después por seleccion artificial pueden incrementar sus frecuencias hasta

fijarse en las poblaciones domesticadas (Meyer et al., 2012). El estudio de la historia evolutiva de
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las especies y su diversifiacacion depende en gran medida de la identificacion de estas
mutaciones.

En el proceso de evolucion bajo domesticacion, las presiones de seleccion y su interaccion
con el resto de las fuerzas evolutivas da como resultado la amplia diversidad de variedades
criollas o razas locales (generalmente llamadas landraces en inglés) que actualmente podemos

observar (Meyer et al., 2012).

Recursos fitogenéticos.

Los recursos genéticos son parte de la base biologica de la seguridad alimentaria y, directa o
indirectamente, sostienen los medios de subsistencia de todos los habitantes de la Tierra (FAO,
2020). Poseen las unidades funcionales de herencia (genes) con valor actual y potencial para la
economia, la ciencia y las necesidades sociales de la humanidad (Allem, 2000).

En particular, los organismos de origen vegetal que tienen potencial o valor para la
alimentacion, agricultura y silvicultura son reconocidos como recursos fitogenéticos o por sus
siglas en inglés PGR [plant genetic resources (Allem, 2000)]. Estos incluyen a las poblaciones y
acervos genéticos de variedades criollas o razas locales, parientes y especies silvestres que estan
disponibles para el mejoramiento de especies de plantas domesticadas (o en proceso). Son el
mayor recurso natural, del cual el humano ha dependido y dependera para su sobrevivencia
(Salgotra y Zargar, 2020).

El valor, potencial e importancia de los recursos fitogenéticos radica en su diversidad
genética, la cual se aprovecha para multiples propositos en la atencion de necesidades sociales,
tecnologicas y econdmicas (Casas y Parra, 2007). Bajo el panorama de cambio climatico que
estamos viviendo como humanidad, la variabilidad de estos recursos es y podra ser usada para el
incremento en la resiliencia y productividad de los sistemas de produccion agricola para la
seguridad alimentaria futura (Salgotra y Zargar, 2020). Su variabilidad genética se resguarda en
gran medida en las variedades locales o razas criollas, asi como en los parientes silvestres de
los cultivos (Casas y Parra, 2007).

Los parientes silvestres tienen una historia evolutiva més antigua y por ello poseen
reservorios de diversidad genética mas extensos; esta variacion les confiere mayor potencial
evolutivo (Casas y Parra, 2007; Ochoa-Zavala et al., 2016) y posiblemente posean diferentes

caracteres deseables en las plantas cultivadas, por ejemplo, genes de resistencia a estrés biotico y
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abiotico (Salgotra y Zargar, 2020). Por su parte, las variedades criollas son aquellas seleccionadas
por agricultores locales, quienes las cultivan y manejan de manera tradicional de acuerdo a su
cultura campesina local (Drozdowska y Hermanowski, 2016). Estas variedades tradicionales son
importantes porque poseen variacion genética que puede ser utilizada como materia prima,
incluso algunas pueden tener niveles de diversidad genética similar a las de sus parientes
silvestres (Bunting y Pickersgill, 1966; Castellanos-Morales et al., 2019). Estas variedades
locales generalmente no son consideradas para su cultivo tecnificado debido a su bajo
rendimiento. El valor de las variedades locales reside en que muchas veces presentan mayor
tolerancia a factores de estrés hidrico, sequias, heladas, suelos salinos y altas temperaturas y son
estos rasgos los que se pueden utilizar para el mejoramiento de cultivos de élite (Salgotra y
Zargar, 2020).

Por otra parte, la pérdida de variacion genética de los recursos fitogenéticos es o
deberia ser una de las mayores preocupaciones de la humanidad. Por un lado, esta pérdida puede
darse por factores naturales, principalmente por los cuellos de botella que se producen generacion
tras generacion debido a la seleccion de unos pocos individuos. Cuando la disminucién de la
diversidad genética es debido a la pérdida de los parientes silvestres, o de las especies silvestres
relacionadas o de variedades locales, se le denomina erosion genética (Velasquez-Milla et al.,
2011). La erosion genética es un proceso que involucra el remplazo de la agrobiodiversidad
tradicional por cultivares modernos de agricultura intensiva (Van De Wouw et al., 2010). Una de
las consecuencias de la Revolucion Verde (1960—1990) fue el desarrollo de cultivares mejorados
con mayor rendimiento y adaptabilidad a la cosecha tecnificada (Mastretta et al., 2018). Como
resultado de este proceso, muchas variedades locales fueron y seguramente seguiran siendo
desplazadas (Ceccarelli, 2009). Entender las consecuencias de la erosion genética es dificil
debido a la limitada o inexistente documentacion de los niveles de variacion genética de la
agrobiodiversidad. Entonces, ;como saber cuanto variacion se estd perdiendo si no sabemos
cuanta variacion existe?

La informacion respecto a la diversidad genética de razas criollas es poca, inclusive en
regiones consideradas como centros de origen y diversificacion (como es el caso de México;
Pifiero et al., 2009). Nuestro pais es considerado agrodiverso, ya que cuenta con alrededor de 130
plantas nativas domesticadas y muchas de ellas tiene una gran importancia econémica en todo el

mundo (Acevedo et al., 2009; Mastretta-Yanes et al., 2018). Destacan aquellas asociadas a los
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sistemas de agricultura tradicional denominados milpa. Estos agroecosistemas generalmente
incluye maiz, diferentes especies de frijol, calabazas y chiles (Acevedo et al., 2009). Asimismo,
cabe destacar que las poblaciones de parientes silvestres de estos cultivos hoy en dia coexisten
muy cercanamente. Es preciso sefialar que, si bien existen varios trabajos relacionados a la
identificacion de variedades nativas del maiz y su diversidad genética, asi como estudios de su
domesticacion, gendmica de poblaciones y hasta estudios de transcriptomas, la informacion mas
basica para el resto de las especies de origen Mesoamericano es limitado (p. €j., el registro y
distribucion de variedades nativas o razas criollas) (Mastretta-Yanes et al., 2019).

Por estos motivos considero que tanto i) el registro de las razas criollas o variedades
locales de las especies domesticadas y parientes silvestres; ii) la documentacion de su variacion
genética y distribucion espacial; iii) la caracterizacion de los patrones de estructura genética
poblacional y iv) la identificacion de regiones de alta diversidad genética, son criticos para el
entendimiento de la historia evolutiva de estos recursos genéticos bajo un marco conceptual de
genética de poblaciones y filogeografia. A su vez, esta informacion contribuira a desarrollar
planes de conservacion y manejo sostenible adecuados para salvaguardar la variabilidad genética

a mediano y largo plazo.
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Proyecto general y objetivos.

Presentacion del proyecto.

Esta tesis forma parte del proyecto “Diversidad genética de las especies de Cucurbita en México.
Fase I’ y “Fase II. Genémica evolutiva y de poblaciones, recursos genéticos y domesticacion”
financiado por la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (nim.
proyectos CONABIO KE004 y PE0O1, respectivamente).

Meéxico es centro de origen y diversificacion del género Cucurbita que incluye especies
cultivadas de importancia econémica y cultural, entre las que destacan C. argyrosperma spp.
argyrosperma (calabaza pipiana), C. pepo spp. pepo (calabacin, zucchini), y C. moschata
(calabaza de castilla). Una revision de estudios en 2016 reveld que para México no existia un
verdadero registro de la diversidad genética de estas especies (incluyendo variedades locales y
razas criollas, asi como las especies silvestres nativas). Por lo anterior, el objetivo general del
proyecto buscaba realizar estudios para analizar la diversidad genética de las distintas especies de
calabazas domesticadas y silvestres (Cucurbita spp.) que se cultivan y crecen en México. Es asi
que este proyecto ha generado la documentacién mas completa de la variacion genética y
distribucion espacial de estas especies en México (Sanchez-de la Vega et al., 2018; Castellanos-
Morales et al., 2019; Hernandez-Rosales et al., 2020).

Esta tesis se enfoco en analizar la variacion y patrones de estructura genética de Cucurbita
moschata bajo el marco conceptual de la genética de poblaciones y la filogeografia.
Originalmente, este trabajo estaba planteado para analizar solo accesiones resguardadas en el
banco de germoplasma del Campo Experimental Bajio, Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Sin embargo, tras una serie de pruebas de
germinacion y debido a que muchas de las accesiones ya habian perdido variabilidad, se tom¢ la
decision de recorrer su distribucion potencial en México con base en los puntos de colectas de
distintas bases de datos publicas y asi recolectar germoplasma viable.

Es asi que se plantearon los siguientes objetivos generales de esta tesis y que

corresponden a los capitulos que la componen.
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Objetivos generales.

1. Utilizar la informacién de la base de datos del banco de germoplasma del Campo
Experimental Bajio, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) y la base de datos de CONABIO para mapear la distribucion
potencial de las colecciones y detectar sitios en los que se requiera hacer trabajo de
recoleccion. Capitulo 1.

2. Determinar y analizar la variacion genética de las variedades locales y razas criollas de
Cucurbita moschata (Duchesne ex Lam. Duchesne ex Poir) distribuidas en México bajo
un enfoque de genética de poblaciones. Capitulo 1.

3. Mapear la distribucion de la diversidad genética y analizar los recursos genéticos de la
especie para inferir su historia evolutiva en México y las fuerzas que han modelado su
filogeografia. Capitulo 1.

4. Determinar los tiempos de divergencia de esta especie y analizarlos bajo un marco
conceptual de la evolucion bajo domesticacion. Anexo 1.

5. Comparar la variacion genética y determinar los niveles de flujo genético de las tres
especies de calabaza con mayor importancia econdmica y cultural en México (C.
moschata, C. argyrosperma spp. argyrosperma, el pariente silvestre C. argyrosperma
spp. sororia'y C. pepo spp. pepo). Capitulo 2.

6. Determinar y analizar los niveles de variacién gendmica de las variedades locales y razas
criollas de C. moschata mediante marcadores de polimorfismos de nucledtido unico o
SNPs e identificar genes candidatos con potencial para el mejoramiento de cultivos de
¢lite. Capitulo 3.

Adicionalmente, como parte de una estancia de investigacion en Pera y ante la

preocupacion de la falta de informacion de los recursos fitogenéticos del género Cucurbita a
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nivel global, se plante6 un proyecto de investigacion para seguir contribuyendo al conocimiento
de las calabazas domesticadas. En Peru y el resto de los paises de Sudamérica, C. maxima es
generalmente conocida como zapallo y C. moschata es cominmente conocida en algunas
regiones de Perti como shupe o loche. Ambas especies son cultivos de gran importancia
econdémica, mientras que, como en otras regiones del mundo, C. ficifolia, conocida en ese pais
como calabaza, presenta un impacto menor (Lira et al., 2016; Paris, 2016). Peru al igual que
Meéxico, carece de informacion detallada de la variacion genética y la distribucion espacial de sus
recursos fitogenéticos. Fue asi que en colaboracion entre la Universidad Nacional Agraria La
Molina, Lima, Perti y la Universidad Nacional Auténoma de México se llevd a cabo un estudio
etnobotanico con el objetivo de enriquecer el conocimiento sobre la diversidad biologica y el
manejo de las calabazas y zapallos en la region de Tomayquichua, Huanuco. Para este proyecto
se plantearon las siguientes preguntas de investigacion:

1. ;Cuales son las variedades locales de Cucurbita que reconocen, promueven y conservan
los agricultores en el Distrito de Tomayquichua? Capitulo 4.

2. (Qué mecanismos promueven la diversidad de estas variedades? Capitulo 4.
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Justificacion

Esta tesis de investigacion se justifica partiendo de las siguientes premisas:

L.

IL.

I1I.

IV.

La importancia de los recursos fitogenéticos que representa Cucurbita moschata por su
versatilidad como alimento y su extensa distribucion en distintas condiciones ecoldgicas.
La poca informacién que existe para esta especie del acervo genético que representan sus
numerosas variedades locales y razas criollas que se cultivan en México.

Considerando el posible origen Mesoamericano de esta especie, es indispensable el
conocimiento de la historia evolutiva de las variedades mexicanas bajo el marco
conceptual de la genética de poblaciones y filogeografia.

Debido a la capacidad de hibridacion entre taxa domesticados del género Cucurbita es
necesario evaluar el flujo genético entre ellas (C. moschata, C. argyrosperma spp.
argyrosperma 'y C. pepo spp. pepo) para asi determinar el impacto dentro de los acervos
genéticos.

Hay poca informacion acerca del efecto que tienen los criterios de seleccion por parte de
los agricultores sobre la domesticacion y mantenimiento de las variedades de las especies

cultivadas del género Cucurbita en Latinoamérica.
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Sistema de estudio: Especies domesticadas del género Cucurbita.

Historia natural del género Cucurbita.

El género Cucurbita (CUCURBITACEAE) es reconocido generalmente por sus especies
cultivadas, cominmente llamadas en espafiol calabazas o zapallos. El género es nativo de
América y se considera de origen relativamente reciente, el tiempo de divergencia con su género
hermano Peponopsis se ha calculado hace 16 + 7 millones de afios (Castellanos-Morales et al.,
2018). Se reconocen entre 12—15 especies de calabazas y alrededor de 20 taxa de los cuales cinco
son domesticados (Lira et al., 1995; Paris 2016). Antes del Holoceno (hace unos 11,000 afios)
Cucurbita ya presentaba un amplia distribucion, asi que su dispersion y adaptacion a nuevos
ambientes parece haber sido facilitada por la megafauna actualmente extinta (Kistler et al., 2015).

Tradicionalmente las especies del género han sido divididas en dos grandes grupos
siguiendo sus caracteristicas ecologicas, fisiologicas y su distribucion. El primer grupo
corresponde al de las especies xerofiticas (climas aridos), que se caracterizan por poseer raices
tuberiformes y forma de vida perenne. El segundo grupo es el de las especies mesofiticas (climas
hamedos), que poseen raices fibrosas, y con la excepcion de C. ficifolia (que es perenne),
conservan una forma de vida anual (Paredes, 2016). Dentro del grupo de taxa mesofiticos se
incluyen las cinco especies cultivadas del género: C. argyrosperma spp. argyrosperma, C.
ficifolia, C. moschata, C. maxima spp. maxima 'y C. pepo spp. pepo (Figura 1).

A pesar de contar con pocas especies, Cucurbita es un género evolutivamente exitoso y
un sistema de estudio interesante. Cuenta con al menos seis eventos independientes de
domesticacion (dos eventos para C. pepo spp. pepo) (Kates et al., 2017; Castellanos-Morales et
al., 2018; Castellanos-Morales et al., 2019). En el Nuevo Mundo, los tinicos géneros que pueden
ser comparables con Cucurbita por el nimero de especies domesticadas son Capsicum (con 3-5
especies) y Solanum (con 7 especies) (Nee, 1990). Ademas, dentro de las angiospermas
Cucurbita es un género con gran variedad morfologica y esto se debe mayormente a que las
especies cultivadas contienen una extensa diversidad a escala local, regional y mundial, ademas
de poseer una extensa riqueza de variedades locales y razas criollas (Bisognin, 2002; Sanjur

et al., 2002).
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Figura 1. Filogenia del género Cucurbita (Castellanos-Morales et al., 2018). Las cinco especies domesticadas
de importancia alimenticia se resaltan en rojo.
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Casi todas las especies del género se distribuyen y se cultivan en México y por esta razon
se le considera centro de diversidad. De igual forma, México es considerado un importante centro
de origen, porque de acuerdo con la evidencia molecular y arqueobotanica, C. moschata, C.
argyrosperma spp. argyrosperma 'y C. pepo spp. pepo parecen haber sido domesticadas en esta
region de América (Smith, 1997b; Bisognin, 2002; Sanjur et al., 2002).

En cuanto a la biologia general, todos los taxa del género son plantas monoicas, rastreras
o trepadoras. Poseen flores gamopétalas con corolas tubular-campanuladas. Las flores masculinas
(estaminadas) y femeninas (pistiladas) pueden presentar una coloracion que varia entre amarillo—
palido a tonos mas amarillos y naranjas brillantes (Lira, et al., 1995). Las flores normalmente son
polinizadas por abejas solitarias del género Peponapis y Xenoglosa (Hurd et al., 1971), lo que
propicia el flujo genético y la hibridacion entre las especies silvestres y cultivadas (Montes-
Hernéndez y Eguiarte, 2002). Los frutos son del tipo pepo, en las especies silvestres son
relativamente uniformes en forma, superficie, tamafio y coloracion. Por el contrario, los frutos de
las especies cultivadas presentan gran variedad en dichos caracteres (Lira et al., 1995; Eguiarte et
al., 2018). Los ensambles de genomas mas recientes confirman que todas las especies de
Cucurbita tienen 20 pares de cromosomas (Sun et al., 2017; Montero-Pau et al., 2018; Barrera-

Redondo et al., 2019).

Las especies domesticadas del género Cucurbita.
Entre las especies domesticadas de la familia Cucurbitaceae, las calabazas domesticadas son los
cultivos mas destacados e importantes, y se pueden encontrar como frutas y verduras en casi
todas partes del mundo (Paris, 2016; Chomicki et al., 2019). De acuerdo con su relevancia
econdémica y produccion, de las cinco especies domesticadas, C. pepo spp. pepo (calabacin) es la
especie mas cultivada a nivel global (FAO, 2020). El segundo lugar le corresponde a C. maxima
spp. maxima (kabocha) y en tercer lugar se encuentra C. moschata (calabaza de castilla).
Finalmente, la produccion de las especies C. argyrosperma spp. argyrosperma (calabaza pipiana)
y C. ficifolia (chilacayote) mas bien responden a las demandas del consumo local.

Las calabazas tienen gran importancia alimenticia debido su valioso aporte nutricional;
por ejemplo, las semillas poseen alto contenido de proteinas y aceites (Jarret et al., 2013). Son
cultivadas en todo el mundo, principalmente para el consumo de sus frutos (maduros e

inmaduros), aunque particularmente en América Latina el consumo de las flores, semillas y las
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partes tiernas de los tallos es comun (OECD, 2012). En la industria son consideradas como
materia prima para la elaboracion de detergentes, debido a su contenido de saponinas (Nee, 1990)
y gracias a sus compuestos, se han registrado multiples usos en la medicina tradicional (Lira, et
al., 1995).

Las calabazas domesticadas no solo son fuentes de alimentos relevantes y versatiles,
también aportan beneficios ecologicos dentro de los agroecosistemas tradicionales en los que se
cultivan. En México, principalmente en la region que corresponde a Mesoamérica, las variedades
locales y razas criollas de calabazas se cultivan en las milpas. En estos sistemas, es habitual
encontrar en asociacion al maiz, distintas variedades o especies de chile (Capsicum sp.), frijol
(Phaseolus sp.) y de una o mas especies de calabazas (Cucurbita spp.) (Hernandez Xolocotzi,
1988). Dentro del agroecosistema milpa, las calabazas previenen el desarrollo de malezas, ayudan
a mitigar la erosion del suelo y gracias a sus grandes hojas forman una densa capa sobre la
superficie, que evita la pérdida de humedad del suelo (Altieri, 1995; Gliessman, 1990; Lozada-
Aranda et al. 2017).

Los cultivos de élite de calabazas que se producen bajo un esquema de agricultura
intensiva tienen gran importancia econdémica a nivel global. Tan solo en 2018 se registr6 una
produccidn cercana a los 28 millones de toneladas en el mundo. La regién con mayor produccion
de calabazas fue Asia (62%) y entre los paises, México es el quinto mayor productor mundial de
este cultivo con més de 200,000 toneladas (FAQO, 2020). Cabe mencionar que estos informes no
consideran al resto de las especies cultivadas, ni las variedades locales o razas criollas. Estas
ultimas representan un importante recurso destinado en gran medida para el autoconsumo
familiar, mientras que el excedente puede ser utilizado para alimentar animales de granja o para
la venta local (Barrera-Redondo et al., 2020).

Asimismo, los estudios de los recursos génicos de las calabazas se han enfocados en la
especie de mayor produccion (C. pepo spp. pepo) y sus variedades comerciales y mejoradas. Hay
mucha informacion de la diversidad de esta especie que salvaguardan algunos bancos de
germoplasma, especialmente de accesiones variedades comerciales y mejoradas [p. ej. Paris et al.,
2003; Formisano et al., 2012; Gong et al., 2012)]. Incluso, hasta hace pocos afos el unico
genoma disponible para el género Cucurbita pertenecia a esta especie (Montero-Pau et al., 2018).

El valor de los recursos genéticos reside en las variedades locales, razas criollas y

parientes silvestres, y las calabazas domesticadas que son importantes por su versatilidad como
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alimento, su rol ecoldgico en los agroecosistemas y sobre todo por su innumerable riqueza de
formas, variedades criollas y razas locales [p. ej. Lira et al., 1995; Sanjur et al., 2002; Sanchez-de
La Vega et al., 2018; Castellanos-Morales et al., 2019; Barrera-Redondo et al., 2020; Hernandez-
Rosales et al., 2020)].

De las especies domesticadas de Cucurbita, poco estudiadas, pese a ser la segunda mas
diversa morfologicamente del género, es C. moschata (Goldman, 2004; Ferriol y Pico, 2008;
OECD, 2012; Paris, 2016). Esta especie fue ampliamente apreciada en las culturas
mesoamericanas, donde hasta la fecha todas sus partes son consumidas con propdsitos
alimenticios (Lira et al., 1995). Habia sido motivo de interés en algunos trabajos debido a la
estrecha relacion con el Grupo Argyrosperma (Montes-Hernandez S.; Luis E. Eguiarte, 2002)

pero su estudio en México era limitado.

Cucurbita moschata Duchesne.

Cucurbita moschata (Duchesne ex Lam.) Duschesne ex Poir, de acuerdo con su ficha
taxonomica, fue descrita por primera vez en 1818. Whitaker en 1947 la reconoce como una
especie de calabaza que se domesticd en América Latina. Para 1966, Filov ya habia reconocido
mas de 20 variedades de esta especie. En México esta especie es cominmente conocida como
calabaza de Castilla o calabaza criolla. Aunque en distintas regiones (también de México) recibe
innumerables nombres, por mencionar algunos: calabaza de pellejo (Michoacan), tamalayota o
tamala que son nombres de origen Néhuatl (Oaxaca), kuum y numerosas variaciones de origen
Maya (Yucatan). En el resto de América Latina, se le conoce como zapallo (Colombia), auyama
(Venezuela), loche o yuwi (Pert), en Estados Unidos y paises de habla inglesa es llamada
seminole pumpkin o butternut squash (Lira et al., 1995; Eguiarte et al., 2018; Barrera-Redondo et
al., 2020).

Aunque su posible area de origen y domesticacion aun es incierta, existen dos importantes
evidencias que permiten teorizar acerca de su origen Mesoamericano, principalmente en la zona
que corresponde a México:

I.  En primer lugar, tenemos que si bien se han encontrado distintos restos arqueobotanicos
para esta especie a lo largo de América Latina (Whitaker y Bird, 1949; Dillehay, 2007;
OECD, 2012), los mas antiguos conocidos hasta la fecha datan de hace ~7,000 anos (y
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otros de 4,000 afios) que se encontraron en México dentro de unas cuevas conocidas
como “Cuevas de Ocampo” en Tamaulipas (Whitaker et al., 1957).

II.  Actualmente no se conoce al pariente silvestre de C. moschata y es posible que atin no se
haya colectado o que esté extinto (Nee, 1990; Sanjur et al., 2002; OECD, 2012; Kates et
al., 2017; Castellanos-Morales et al., 2018; Eguiarte et al., 2018), pero esta especie tiene
una estrecha relacion taxondmica y genética con C. argyrosperma (Lira et al., 1995,
Kates et al., 2017; Castellanos-Morales et al., 2018). Adicionalmente, se sabe que
diversifico de C. argyrosperma hace 1.06 (0.29-1.9) millones de aios (Castellanos-
Morales et al., 2018). y que es posible a una eficiente produccion de hibridos fértiles
entre C. moschata y el taxa silvestre C. argyrosperma spp. sororia (Merrick, 1990). Esta
ultima en la actualidad se distribuye de manera natural desde México hasta
Centroamérica (Balvino-Olvera et al., 2017).

III.  La versatilidad como alimento y su amplia adaptacion a diversas condiciones ecologicas
hace de C. moschata la tercera principal especie de cultivo dentro de las calabazas
domesticadas y la segunda mas diversa del género (Ferriol and Pico, 2008; Gong et al.,
2013; Paris, 2016; Chomicki et al., 2019).

El uso mas importante que se le da a C. moschata es el alimenticio, ya que los frutos
maduros e inmaduros, las semillas, las flores y las puntas de las guias (parte tiernas de los tallos)
son empleadas con este fin. Los frutos inmaduros son consumidos como verdura, mientras que
los frutos maduros de C. moschata son particularmente apreciados por su pulpa, que se
caracteriza por ser espesa, no fibrosa, de aroma dulce y sabores suaves, lo que permite sea
facilmente consumida en platillos dulces y salados (Lira et al., 1995; Paris, 2016). La intensidad
del color es un importante componente de los frutos y la pulpa, por ello el alto contenido de
carotenoides (fuente de antioxidantes) que es un elemento de gran valor que ofrece este cultivo
(Goodwin, 1980; Azevedo-Meleiro y Rodriguez-Amaya, 2007). Otra particularidad de C.
moschata es que las cascaras de los frutos maduros no son lignificadas, lo que facilita su cosecha.
Estas caracteristicas son evidencias de que esta especie se ha cultivado durante mucho tiempo,
principalmente para el consumo de la pulpa del fruto maduro (Schaffer et al., 1986; Merrick,
1995). Adicionalmente, los frutos maduros son un cultivo nutritivo y de bajo costo, lo que lo
convierte en un alimento basico en paises econdmicamente poco desarrollados (Paris, 2016).

Aunque parece existir mayor preferencia por otras especies en distintas regiones de México, los
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tallos tiernos y las flores masculinas (estaminadas) de C. moschata son consumidas como verdura
cocida, frita, entre otros, cominmente formando parte de diversos platillos. Por su tamaio y
cantidad, las semillas enteras de esta especie son consumidas como botanas asadas y simplemente
sazonadas con sal; hoy en dia es comin encontrarlas en pequefios puestos ambulantes en zonas
urbanas de México (Lira et al., 1995).

Cucurbita moschata es una especie primordialmente adaptada a condiciones tropicales,
por lo cual es preferentemente cultivada en regiones de clima célido y alta humedad, de manera
que la distribucion tradicional del cultivo de C. moschata abarca desde las tierras bajas de
Meéxico hasta Sudamérica. Gracias a que tolera un relativamente amplio intervalo geografico-
altitudinal, también se siembra al norte de México y suroeste de Estados Unidos (Whitaker y
Cutler, 1956; Lira et al., 1995; OECD, 2012). Si bien es un cultivo que se maneja principalmente
en tierras bajas, los limites altitudinales de esta especie parecen no ser tan estrictos, siendo
cultivadas en México en un intervalo superior entre los 2,200-2,3000 msnm (Bukasov, 1981;
OECD, 2012). De las especies de calabaza tropicales, esta especie presenta gran tolerancia a altas
temperaturas y entre las especies domesticadas del género es la que menos soporta bajas
temperaturas, pero es relativamente tolerante a la sequia (Wien, et al., 2002; Paris, 2016).
Cucurbita moschata es generalmente cultivada en condiciones de temporada larga, aunque en
distintas regiones de la Peninsula de Yucatan (México) se han identificado algunas variantes con
dos ciclos de vida de diferente duracion (Lira, 1985, 1988; Paris, 2016).

Inicialmente, C. moschata solo habia sido motivo de interés en algunos estudios de
relaciones genéticas y de poblaciones debido a la estrecha relacion con el Grupo Argyrosperma
(que incluye el taxon domesticado C. argyrosperma spp. argyrosperma 'y su pariente silvestre C.
argyrosperma spp. sororia). Las primeras reconstrucciones filogenéticas utilizando marcadores
genéticos (RFLPs de cloroplasto) no resolvieron completamente las relaciones entre estas
especies (Wilson et al., 1992). Por ello, los primeros estudios buscaban describir los niveles de
diversidad y diferenciacion genética de estos tres taxa (Wilson, 1989; Wilson et al., 1992;
Merrick, 1991; Decker-Walters et al., 1990). Sin embargo, para este tipo de estudios solo se
utilizaban unas cuantas accesiones de la especie y no se consider6 el enorme acervo genético
depositado en las variedades locales.

La literatura es relativamente vasta respecto a la descripcion general de la especie y las

variedades que se cultivan en todo el mundo, pero los esfuerzos para detallar los niveles de
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variacion genética, estructura genética y patrones filogeograficos siguen siendo limitados. Entre
los que destacan, tenemos Montes-Hernandez y Eguiarte (2002), quienes determinaron los
niveles de variacion genética de 11 poblaciones C. argyrosperma 'y cuatro poblaciones C.
moschata a nivel regional en Jalisco (México). Mediante el andlisis de aloenzimas reportaron
para las muestras de C. moschata un porcentaje alto de loci polimoérficos (P = 0.97) y una
diversidad relativamente alta (Hg = de 0.416). En este estudio, las poblaciones de C. moschata
mostraban un exceso de heterdcigos (con respecto a lo que se esperaria si los apareamientos
fueran al azar). La diferenciacion genética para el conjunto de taxa fue baja (Fst= 0.087). Este
ultimo resultado sugiere constante flujo genético entre todo el conjunto de taxa y/o alta cercania
genética entre ellos.

El primer estudio en caracterizar genéticamente accesiones de C. moschata de origen
Mesoamericano fue es el de Barboza et al. (2012). En este trabajo, analizaron la diversidad
genética de 218 accesiones de germoplasma de C. moschata que conforman parte de la Coleccion
Internacional del Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) en
Turrialba, Costa Rica. La mayoria de las semillas analizadas fueron colectadas en México y
Centroamérica, y solo algunas cuantas provenientes de Pertt y Colombia. Los niveles de variacion
genética se evaluaron a través de marcadores de ADN ribosomal (/7S5,—ITS>2) y ADN de
cloroplasto (trnL—trnF’). Entre sus resultados, destaca que la diversidad genética de las muestras
provenientes de México posee los valores mas altos (Hg= 0.874 y 24 haplotipos; Tabla 1).
Mientras que su analisis de agrupamiento generado mediante la metodologia UPGMA no
permiti6 obtener una clara separacion entre las accesiones de México, Centroamérica y Pert. Este
estudio mostr6é que C. moschata es una especie con una extensa diversidad de variedades y con
una alta diversidad genética. Proponen que la distribucion de la diversidad genética de esta
especie se debe al aislamiento geografico y las diferencias en las condiciones ambientales entre
las regiones donde se cultiva. Finalmente, el acervo en cada region se mantiene gracias a la
preservacion de las variedades generacion tras generacion mantenida por los agricultores locales.

El trabajo de Barboza et al. (2012) es pionero en el estudio de la diversidad genética de
esta especie, y permitio tener una vision general respecto a los niveles de variacion genética de C.
moschata a una escala regional. Sin embargo, debido a que se estudiaron accesiones de
germoplasma y no poblaciones, es posible que dicho trabajo no refleje adecuadamente los

acervos genéticos de la especie a una escala local.
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Cucurbita argyrosperma Huber spp. argyrosperma.

En México C. argyrosperma spp. argyrosperma es conocida como calabaza pipiana o calabaza
mixta. Se trata de la subespecie domesticada del grupo Argyrosperma y su pariente silvestre
directo es C. argyrosperma spp. sororia (Lira et al., 1995). La distribucion de esta especie parte
desde el suroeste de Estados Unidos hasta Centroamérica desde nivel del mar hasta los 1,900 m.
Dado que no tolera las temperaturas bajas, su cultivo es principalmente en regiones con climas
calidos y algo secos (Lira et al., 2009). Los restos arqueobotanicos mas antiguos fueron
encontrados en el estado de Guerrero (México) con una antigiiedad de ~8,600 afos (Ranere et al.,
2009). A partir de datos gendmicos, recientemente se propuso que esta especie tiene un origen
monofilético y que su domesticacién pudo haber sucedido en las tierras bajas de Jalisco en
Meéxico (Barrera-Redondo et al., 2021).

La calabaza pipiana, como su nombre lo indica, es utilizada en México principalmente
para la elaboracion del pipian a partir del aprovechamiento de sus semillas. Los frutos de esta
especie son utilizados como alimentos y aprovechados por sus propiedades medicinales, aunque
en menor medida (Villanueva, 2007). Aunque no es la especie morfolégicamente mas diversa, si
despliega una amplia variedad en la forma de sus frutos y sobre todo en el tamafio, forma y
coloracion de sus semillas (Lira et al., 1995).

El estudio mas reciente que analiz6 ampliamente la diversidad genética de las variedades
locales que se distribuyen a lo largo de todo México es el de Sanchez-de la Vega et al. (2018). En
este trabajo se analizaron 19 localidades, al mismo tiempo se evalud y comparé esta especie con
su pariente silvestre directo (spp. sororia) con datos de seis poblaciones. La variacidon genética,
estimada con nueve loci de microstélites nucleares, fue similar entre ambas subespecies
(He=0.428 en sororia y Hg=0.410 en argyrosperma). Los analisis de estructura genética,
implementados en Structure determinaron que existen tres grupos genéticos bien diferenciados
que distinguen a las variedades del norte de México, las variedades de la Peninsula de Yucatan y
las variedades de la costa del Pacifico. Con base en los modelos de distribucion de especies, este
estudio fue el primero en proponer que el centro de domesticacion del taxa cultivado puedo haber

sido en la region del Balsas en Jalisco México.
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Cucurbita pepo L.

El tax6n domesticado y comestible del Grupo Pepo corresponde a la subespecie C. pepo spp.
pepo (Decker, 1988). Esta calabaza es globalmente conocida como zucchini y es la especie de la
familia Cucurbitaceae de mayor importancia econdémica en todo el mundo (Lust y Paris, 2016;
Chomicki et al., 2019). Los restos arqueoldgicos mas antiguos para un taxa domesticado del
género Cucurbita también corresponden a esta especie y datan de hace 10,000 afos (Smith,
1997a); en conjunto con la evidencia lingliistica y molecular se propone que su domesticacion
ocurrio en México (Paris et al., 2003; Brown et al., 2012; Castellanos-Morales et al., 2019).
Cucurbita pepo se cultiva a gran escala en todo el mundo, est4 adaptada principalmente a climas
templados y frios, aunque algunas pocas de sus variedades se pueden cultivar en regiones calidas
de baja altitud (Villanueva, 2007).

El uso mas importante de esta especie es el alimenticio, especialmente los frutos
inmaduros e maduros son las estructuras vegetales que mas se consumen (Lira et al., 1995; Paris,
2016). Debido al desarrollo de innumerables cultivares comerciales y variedades locales en todo
el mundo es la especie que despliega la mayor variacion morfoldgica de frutos (Lira et al., 1995;
OECD, 2012).

En vista de su importancia comercial a nivel mundial es la especie de calabaza cultivada
mas estudiada. La documentacion de la diversidad genética y su historia evolutiva comprende un
amplio niumero de trabajos que analizan innumerables accesiones y variedades mejoradas en todo
el mundo (p. ¢j., Wilson, 1992; Wilson et al., 1992; Decker-Walters, 1993; Decker, 1988; Katzir
et al., 2000; Sanjur et al., 2002; Ferriol et al., 2003; Paris et al., 2003; Gong et al., 2012). El
trabajo mas reciente es el de Castellanos-Morales et al. (2019) y sobresale por incluir variedades
locales de México en donde se analizaron dos regiones de ADN de cloroplasto y nueve loci de
microsatélites nucleares de 13 variedades locales de C. pepo spp. pepo, cinco variedades
comerciales, una poblacion del taxa silvestre C. pepo spp. fraterna y una accesion de C. pepo
spp. ovifera (taxa cultivado con fines ornamentales). Se estimo la diversidad genética y pusieron
a prueba el origen del taxon domesticado con aproximaciones Bayesianas. Las variedades locales
del tax6n domesticado presentaron alta variacion genética y baja diferenciacion genética. Debido
a la hibridacion entre taxa del grupo Pepo definir el pariente silvestre directo de la especie
domesticada C. pepo spp. pepo ha sido complicado, sin embargo, en este estudio se propone a C.

pepo spp. fraterna como el més probable. Los niveles de diversidad genética de las variedades
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locales de C. pepo spp. pepo de Castellanos-Morales et al. (2019) son congruentes con lo

reportado por Martinez-Gonzélez et al. (2021) quien analizé miles de SNPs.

Cucurbita ficifolia Bouché

En México, C. ficifolia es mejor conocida como chilacayote, mientras que en regiones de
Sudamérica es simplemente 1llamada calabaza (Lira et al., 2016). Asi como C. moschata, el
pariente silvestre de C. ficifolia parece corresponder a una especie aun no descrita o no colectada
(Lira et al., 1995; Hernandez-Rosales et al., 2020). Sin embargo, debido a que los registros
arqueoldgicos mas antiguos (~5,000 afios) han sido encontrados en Peru (Whitaker, 1981), asi
como la documentacion de una importante diversidad morfoldgica de sus frutos en esa region, se
ha propuesto que su origen y domesticacion pudiera ser Andino (Barrera-Redondo et al., 2020).

Comparada con el resto de las especies cultivadas del género, C. ficifolia es 1a menos
diversa y no se conoce la existencia de cultivares comerciales. Su diversidad predomina en los
patrones de coloracion y dimensiones de sus frutos (Lira et al., 1995; Barrera-Redondo et al.,
2020). Generalmente se cultiva en traspatios y huertos familiares (Lira y Montes-Hernandez,
1992; Lira et al., 1995). Esta especie se caracteriza por su hébitat restringido, ya que su
distribucion bajo cultivo abarca las zonas medias altas (1,000-3,000 msnm) en climas
preferentemente templados (Lira et al., 1995). Los frutos inmaduros se consumen como verduras
en distintos platillos, aunque predomina la preferencia de consumir sus frutos en platillos dulces
(Lira et al., 1995).

Poco se sabe de la diversidad genética de esta especie, solo el estudio de Moya-Hernandez
et al. (2018) analiz6 algunas poblaciones mexicanas de C. ficifolia mediante polimorfismos de
longitud de fragmentos amplificados (AFLPs por sus siglas en inglés) e identifico agrupaciones
relacionadas con el color del fruto y el color de la semilla. Con estos resultados sugiere que los
fenotipos observados en las accesiones estan ligados a sus genotipos, formando linajes evolutivos

discretos.

Cucurbita maxima spp. maxima Duchesnne.
Aunque es una especie cultivada en muchas partes del mundo, la evidencia arqueoldgica muestra
que el origen y domesticacion de este taxon sucedié en América del Sur (Lira et al., 1995). Su

distribucion comprende desde Chile hasta Bolivia, sin embargo, al igual que otras especies
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cultivadas del género, su adaptacion a un amplio intervalo de condiciones ecologicas se ha
logrado a través del desarrollo de multiples cultivares comerciales y razas criollas (Lira et al.,
1995; OECD, 2012). Esta calabaza es comunmente reconocida en todo el sur de América como
zapallo, mientras que en México se le conoce como calabaza kabosha o calabaza de pepita rusa.
Esta especie despliega una importante diversidad de razas locales y abundantes cultivares
comerciales tanto para su consumo como alimento, asi como para su uso ornamental (Lira et al.,
1995). Los frutos maduros que se destinan al consumo alimenticio son principalmente apreciados
por su pulpa. Los estudios de su diversidad genética y morfologica en México son pocos, debido
a que en esta region del continente no se conocen variedades locales o razas criollas. Sin
embargo, se ha identificado que si se llegan a producir algunas de las variedades mejoradas como
la kabosha (Hernandez, 2017). Por su parte, en regiones del américa del sur se ha reportado un
aumento en el desplazamiento de razas criollas por variedades mejoradas (Barrera-Redondo et
al., 2020). Aun con la importancia econdémica que representa esta especie, poco se sabe de la
diversidad genética y de los recursos genéticos que representa en regiones donde se cultiva

ampliamente.
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Capitulo 1: GENETICA DE POBLACIONES Y FILOGEOGRAFiA DE
Cucurbita moschata, Duchesne ex Lam. Duchesne ex Poir.

(CUCURBITACEAE) EN MEXICO.

Articulo de investigacion: Hernandez-Rosales, H. S., G. Castellanos-Morales, G. Sanchez-de
la Vega, E. Aguirre-Planter, S. Montes-Hernandez, R. Lira-Saade, y L. E. Eguiarte. 2020.
Phylogeographic and population genetic analyses of Cucurbita moschata reveal divergence
of two mitochondrial lineages linked to an elevational gradient. American Journal of
Botany. 107: 510-525.

Cucurbita moschata es una de las cinco especies domesticadas de calabazas y es un cultivo
importante que se distribuye y utiliza ampliamente desde Mesoamérica hasta Sudamérica. Esta
especie se caracteriza por su gran diversidad morfoldgica dentro y entre variedades locales. En
este primer capitulo se presenta el primer estudio formal de las relaciones filogeogréficas de las
variedades locales que se cultivan en México de esta especie y se determinaron los niveles de
diversidad genética y su estructura genética Se realizaron coletas de frutos maduros de C.
moschata a lo largo de la Republica Mexicana durante los veranos de 2014-2016. Aunque la
coleccion de germoplasma obtenida para esta especie es de alrededor de 50 localidades,
inicialmente se eligieron 24 localidades para su analisis genético (siete de ellas corresponden a
colecciones de banco de germoplasma). Se tuvo el cuidado de seleccionar muestras que
representaran la distribucion natural de esta especie, partiendo de los estados mas al norte de
Meéxico, la vertiente del Pacifico, el centro del pais, la costa del Golfo de México y la Peninsula
de Yucatan. Cada localidad estaba representada con 4-5 frutos, de los cuales se sembraron, en
condiciones controladas de invernadero, entre 5—6 semillas. A partir del tejido fresco se
realizaron las extracciones de ADN. Para caracterizar la diversidad genética y evaluar los
patrones de estructura genética y filogeografia se utilizaron los siguientes marcadores
moleculares: tres regiones no codificantes de ADN de cloroplasto, una region no codificante de
ADN mitocondrial y once loci de microsatélites de ADN nuclear. Se obtuvieron los estadisticos
clasicos de diversidad genética (S, Ha, 7, P., A, Ho, He, Fis) y una red de haplotipos. La
caracterizacion de los patrones de estructura se realizé con distintas metodologias de asignacion
bayesiana y analisis de conglomerados. La diferenciacion genética se estimd con las medidas

basicas de Fst. Durante el desarrollo de los primeros andlisis se identificd una estructura asociada
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a un gradiente altitudinal, el cual no habia sido previamente reportado. Asi, que para poner a
prueba esta hipotesis se dividieron las localidades en dos grupos: variedades locales de tierras
altas (1,269-2,975 m) y variedades locales de tierras bajas (8—1,193 m). El analisis de varianza
molecular del marcador de ADNmt y una prueba de regresion multiple en matrices de distancia
validaron nuestra propuesta. Aun cuando se eligieron marcadores de cloroplasto reportados como
altamente variables, los niveles de variacion fueron nulos para esta especie y por ello se
descartaron de los analisis. Por el contrario, y para nuestra sorpresa, nuestros cebadores para los
PCR de la region trnL-trnF de origen de cloroplasto, amplificaron un locus de ADNmt. Con esta
region se encontraron 11 haplotipos y logramos identificar dos linajes asociados a nuestra
clasificacion por gradiente altitudinal. La estructura genética identificada mediante los
marcadores nucleares nos revelo una distribucion de la variacion en dos grupos: las variedades de
la Peninsula de Yucatan y las variedades del resto de México a las que llamamos “variedades
Continentales”. Nuevamente, un analisis de varianza molecular soport6 nuestra propuesta. Los
niveles intermedios de variacion para esta especie en México fueron congruentes con lo reportado
en la literatura, mientras que los niveles de endogamia resultaron mas altos respecto a otras
especies domesticadas del género. Sin embargo, la endogamia no es un problema crucial en esta
especie, aparentemente gracias a las practicas de los agricultores quienes fomentan el flujo

genético mediante intercambio de semillas entre localidades.
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PREMISE: Domestication usually involves local adaptation to environmental conditions.
Cucurbita species are a promising model for studying these processes. Cucurbita moschata
is the third major crop in the genus because of its economic value and because it displays
high landrace diversity, but research about its genetic diversity, population structure, and
phylogeography is limited. We aimed at understanding how geography and elevation
shape the distribution of genetic diversity in C. moschata landraces in Mexico.

METHODS: We sampled fruits from 24 localities throughout Mexico. We assessed 11 nuclear
microsatellite loci, one mtDNA region, and three cpDNA regions but found no variation

in cpDNA. We explored genetic structure with cluster analysis, and phylogeographic
relationships with haplotype network analysis.

RESULTS: Mitochondrial genetic diversity was high, and nuclear genetic differentiation
among localities was intermediate compared to other domesticated Cucurbita. We found
high levels of inbreeding. We recovered two mitochondrial lineages: highland (associated
with the Trans-Mexican Volcanic Belt) and lowland. Nuclear microsatellites show that
localities from the Yucatan Peninsula constitute a well-differentiated group.

CONCLUSIONS: Mexico is an area of high diversity for C. moschata, and these landraces
represent important plant genetic resources. In Mexico this species is characterized

by divergence processes linked to an elevational gradient, which could be related to
adaptation and may be of value for applications in agriculture. The Isthmus of Tehuantepec
may be a partial barrier to gene flow. Morphological variation, agricultural management,
and cultural differences may be related to this pattern of genetic structure, but further
studies are needed.

KEY WORDS Cucurbitaceae; evolutionary divergence; genetic diversity; genetic resources;
Mexico; squash.

Domestication usually involves local adaptation, as human popu-
lations locally select attributes related to morphological and phys-
iological differentiation, enabling ecological adaptation to local
climatic and soil conditions (Casas et al., 2007; Paris, 2016). These
processes result in genetically structured subgroups of the domesti-
cated species. In this sense, the genetic structure and morphological
differentiation of certain domesticated species—such as maize (Zea
mays), beans (Phaseolus spp.), and squashes (Cucurbita spp.)—have
been associated with differences among human cultural manage-
ment (Casas et al., 1996; Blancas et al., 2016; Sanchez-de la Vega

et al., 2018) and to fruit or seed selection, with favored traits re-
sulting in a particular morphology (Aguirre-Dugua et al., 2013;
Blancas et al., 2016). In addition, patterns of genetic structure have
been attributed to ecological factors such as elevation gradients in
the case of barley and maize (Tanto et al., 2010; Van Heerwaarden
etal.,2011).

The genus Cucurbita (Cucurbitaceae) is native to the Americas
and includes 15 to 20 taxa (species and subspecies), five of which are
domesticated (Lira, 1995; Organization for Economic Cooperation
and Development [OECD], 2012; Paris, 2016; Kates et al., 2017;
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Castellanos-Morales et al., 2018; Eguiarte et al., 2018). Cultivated
species comprise a large diversity of fruit shapes, including numer-
ous landraces or varieties, as a result of their wide adaptability and
popularity all over the world (OECD, 2012; Castellanos-Morales
et al,, 2018; Eguiarte et al., 2018). Cucurbita pepo, C. maxima,
and C. moschata are considered major crops of worldwide eco-
nomic importance, as they are cultivated globally (Paris, 2016;
Chomicki et al., 2019). For 2017 alone, the world production of
pumpkins, squashes, and gourds was 28 million tons on 2 million
ha. Asia was the primary region of production (60%), and among
countries, Mexico was the sixth-largest producer (FAO, 2019). In
Mesoamerica, these plants are an important element of the milpa
system, not only as a relevant and versatile food source, but also eco-
logically, because they help prevent weed development, mitigate soil
erosion, and maintain soil moisture (Gliessman, 1983; Altieri, 1995;
Lozada-Aranda et al., 2017). These species are a promising model
for studying domestication, genetic resources, and the process of
artificial selection.

Cucurbita moschata is cultivated in many parts of the world for
its ripe and unripe fruits, seeds, young stems, tendrils, and flow-
ers, all of which are consumed (OECD, 2012; Paris, 2016). This
species is commonly known as calabaza de castilla in Mexico and
as zapallo in Colombia, Ecuador, and Peru (Whitaker, 1947; Lira,
1995). Cucurbita moschata and C. argyrosperma are sister species
(Kates et al., 2017). The precise area of their origin and domestica-
tion is unclear, the available evidence being inconclusive because
(1) the wild ancestor of C. moschata is still unknown—it has been
proposed that it may be related to wild C. argyrosperma ssp. sororia
(Nee, 1990; Sanjur et al., 2002; OECD, 2012; Castellanos et al., 2018;
Eguiarte et al., 2018), but it may have not been collected yet or may
even be extinct (Kates et al., 2017); and (2) high landrace diversity is
observed in Mesoamerica and South America (Whitaker and Davis,
1962; Nee, 1990; Sanjur et al., 2002).

The oldest archaeological remains of cultivated species of
Cucurbita have been found in Mexico, and the oldest C. moschata
found in archaeological seed records is dated to ~7000 yr BP and was
retrieved from Tehuacdn, Puebla, Mexico (Whitaker et al., 1957).
Additionally, Whitaker and Bird (1949) in Peru (Huaca Prieta)
identified seeds and rinds of C. moschata with a date of ~5000 yr
BP, and Dillehay et al. (2007) recovered macrobotanical specimens
(7000 to 4500 yr BP) from the Peruvian Andes. More recent archae-
ological evidence of C. moschata came from the Ocampo caves in
Tamaulipas (Mexico), dated ~4000 yr BP (Whitaker et al., 1957).

Landraces of C. moschata are mostly cultivated in humid tropi-
cal climates in Mexico, Central America, and the Caribbean Islands,
even though the species is relatively drought tolerant (Whitaker and
Cutler, 1965; Lira, 1995; Lira et al., 2016) and can grow on rainfall
alone (OECD, 2012). Cucurbita moschata is mainly grown at low
altitudes, but some landraces are able to grow above 2200 m a.s.l.
(Whitaker, 1968; Bukasov, 1981). In Mesoamerica, cultivation of
C. moschata is closely associated with the milpa traditional man-
agement system, in which it is grown alongside maize, beans, and
one or two additional Cucurbita species (Aguilar et al.,2003; OECD,
2012).

Cucurbita moschata is considered the second most diverse spe-
cies of the genus after C. pepo (Ferriol and Pico, 2008; Gong et al.,
2013; Paris, 2016). It exhibits remarkable morphological diver-
sity in its fruit and seed types (e.g., shape, color, size; Figs. 1 and
5B), and life-cycle variants have been reported in Yucatan Mexico
(e.g., xmejen k'uum [short cycle] and xnuk k'uum [long cycle];

Zizumbo- Villareal and Teran, 1985; Zizumbo- Villareal et al,
2010; Paris, 2016). Cucurbita moschata has been categorized in
four main cultivar groups (Goldman, 2004) and has been classified
in more than 20 varieties (OECD, 2012). After European contact
with America, C. moschata spread rapidly to other continents and
adapted to different ecological conditions, promoting further diver-
sification (Lira et al., 1995; Decker-Walters and Walters, 2000).

Many studies have assessed the levels of genetic diversity in
germplasm collections of domesticated Cucurbita species, mainly
in C. pepo (Baranek et al., 2000; Ferriol et al., 2003a, b, 2004a, b;
Paris et al., 2003; Cerén et al., 2010; Wu et al., 2011; Formisano et al.,
2012; Gong et al., 2012, 2013; Inan et al., 2012; Kong et al., 2014;
Balvino-Olvera et al., 2017; Kazminska et al., 2017; Enriquez et al.,
2018; Sanchez-de la Vega et al., 2018; Castellanos-Morales et al.,
2019). Few studies have analyzed genetic variation in C. moschata,
and these included only a few landraces from Mexico (Montes-
Herndndez and Eguiarte, 2002; Barboza et al., 2012). Therefore,
the previous studies lack a broad geographic sampling, particu-
larly from Mexico, where some of the oldest archaeological records
have been found, and appropriate phylogeographic and population
genetics analyses are lacking.

The present study aims at understanding how geography and
elevation shape the distribution of genetic diversity of C. moschata
landraces in Mexico using organellar DNA regions and nu-
clear microsatellite loci. It represents a first wide-range analysis of
the levels of genetic diversity and the genetic structure within and
among landraces in Mexico. Additionally, based on our results, we
suggest possible areas for the conservation of these important plant
genetic resources.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and DNA extraction

We analyzed 24 localities that represent landraces of
Cucurbita moschata from Mexico. Sampling sites are distributed in
altitudes ranging from 8 to 2975 m a.s.l. (Fig. 2A). We recognized, a
priori, two levels of elevation: highland (>1200 m a.s.1.) and lowland
(<1200 m a.s.l.) (Fig. 2A). To test for independence among highland
and lowland localities, we performed a Student’s -test using R pack-
age “MASS” (Venables and Ripley, 2002).

We collected four or five mature fruits of different maternal
plants during field trips (autumns of 2014-2016). We took samples
to the Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), where we opened the fruits and washed and dried
the seeds. Samples from six localities came from the germplasm
collection of the Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias INIFAP-Campo Experimental Bajio, and an-
other from the germplasm collection of the Facultad de Estudios
Superiores Iztacala (FESI, UNAM). The localities, geographic loca-
tions, and altitudes are listed in Table 1.

In Cucurbita self-fertilization is usually low (given that the flow-
ers are either male or female) and each seed may be the result of
cross pollination with a different father (Hurd et al., 1971). To en-
sure that we obtained a good representation of genetic diversity per
locality, we planted four or five seeds per collected fruit from each
sampled locality. For the six localities granted by germplasm collec-
tions, we selected samples that came from the originally collected
fruits and that have not been bred, to minimize both the risk of
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FIGURE 1. Morphological diversity of landraces of Cucurbita moschata from north to south in Mexico. (A) Sonora, (B) Coahuila, (C) Sinaloa-MA, (D)
Nayarit, (E) Hidalgo, (F) Edomex, (G) Guerrero-CO, (H) Guerrero-OM, (I) Puebla, and (J) Oaxaca-TE. Locality information is shown in Table 1.

genetic contamination and the loss of genetic variation. Of these
localities we planted between 14 and 20 random seeds to sample
genetic variation.

We grew each plant in a pot with a mix of fertile soil and Miracle-
Gro (Marysville, Ohio, USA) medium, under controlled temperature
conditions (at 35°C average). Plants were maintained in a green-
house for 30 d. We extracted total genomic DNA using a modified
CTAB method from fresh foliar tissue (Doyle and Doyle, 1987).

Molecular data collection

We amplified four noncoding chloroplast regions: rpL120-rpS22
(Hamilton, 1999); psbJ-petA and atpI-atpH (Shaw et al., 2007); and
trnL (UAA)5’-trnF (GAA; Taberlet et al., 1991). We performed am-
plification by polymerase chain reaction (PCR) in a 25 pL reaction
volume using 10 ng/uL of target DNA, 1X buffer, 1.2 mM of MgCL,
0.3 mM of dNTPs, 0.32 uM of each primer, and 2 U/pL of GoTaq
DNA polymerase (Promega, Madison, Wisconsin, USA). We used a
2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA) with the following program: 5 min at 94°C, then 35 cycles of

40 s at 94°C, 40 s at 52°C, and 120 s at 72°C, followed by 5 min at
72°C and a final step of 4°C. For psbJ-petA and atpl-atpH regions,
we used a primer annealing temperature at 50°C for 1 min, followed
by a ramp of 0.3°C/s to 65°C, and primer extension at 65°C for
4 min, followed by a final extension step of 5 min at 65°C. We con-
firmed PCR products by electrophoresis in 1.5% agarose gels. We se-
quenced amplicons with forward and reverse primers at Macrogen
USA’s Maryland headquarters (http://www.macrogenusa.com).

We filtered base quality and assembled the amplified sequences
with Consed version 6 (Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998).
To corroborate the identity of sequences, we performed a BLAST
analysis in GenBank, considering 100% average of query cover and
>90% identity. We used MEGA version 5 (Tamura et al., 2011) to
align DNA sequences and to identify polymorphic sites. We found
no variation among our samples in three of the cpDNA regions
(rpL120-rpS22, psb]-petA, and atpl-atpH). Our trnL-trnF PCR
primers amplified a mitochondrial locus (previously reported by
Alverson et al.,, 2010; GenBank ID GQ856148; 100% query cover
and 93% identity) that was variable across our samples and was
thus used for downstream analysis. Therefore, we will refer to this
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FIGURE 2. (A) Distribution of Cucurbita moschata in Mexico (gray points) and sampled localities (blue and red points). Localities were assigned as
lowland (blue) and highland (red), according to an elevation gradient. (B) Box plot depicting the significant differences in elevation (m a.s.l.) between

highland and lowland localities. Locality information is shown in Table 1.

region as mtDNA hereafter. All sequences were deposited in NCBI
GenBank (MN381966-MN381976).

In addition, we amplified 12 nuclear microsatellite loci
(CMTm187, CMTpl75, CMTml120, CMTml144, CMTm261,
CMTmll1, CMTp129, CMTp193, CMTm221, CMTm54, CMTp88,
and CMTp17) reported by Gong et al. (2008). To avoid linkage
disequilibrium, we selected nuclear microsatellite loci from dif-
ferent chromosomes. We performed a multiplex PCR (six primers
per multiplex; all forward primers were modified with a fluorescent
dye: 6-FAM, HEX, and VIC) in a volume of 25 pL with the following
concentrations: 10 ng/uL of target DNA, Buffer 1X, 3 mM of MgCl,,
0.2 mM of dNTPs, 0.1 uM of each primer, and 2 U/uL of Tag DNA
polymerase (Promega). We used a 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems), with the following program: 5 min at 95°C, then 35 cy-
cles of 50 s at 95°C, 40 s at 60°C, and 60 s at 72°C, followed by 5 min
at 72°C and a final step of 4°C. We confirmed PCR products by gel
electrophoresis (2.5%) and sent amplicons for genotypification at
the UIUC Core DNA Sequencing Facility, University of Illinois
(https://illinois.edu).

We analyzed microsatellite electropherograms with PeakScanner
software (Applied Biosystems) and constructed a matrix with the
genotypes of each individual. To confirm the results, we performed
the procedure twice for each sample. We used Micro-Checker ver-
sion 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) to test for null alleles in each
locus, allele dropout, and scoring errors. Locus CMTp17 did not am-
plify in all localities and showed evidence of being monomorphic;

thus, it was excluded from the analyses and results were obtained for
11 nuclear microsatellite loci.

Characterizing genetic diversity

We estimated the genetic diversity for each type of molecu-
lar marker and for each locality. For DNA sequences, we first deter-
mined whether sequences were polymorphic. For variable regions,
we analyzed the relationship between haplotypes with the me-
dian-joining algorithm implemented in Network version 5.0.0.0
(Fluxus-engineering, 2015) using a 95% identity criterion to define
connection limits. To root the network, we used sequences from
two closely related taxa: domesticated C. argyrosperma ssp. argy-
rosperma and wild C. argyrosperma ssp. sororia from the state of
Veracruz, Mexico. We estimated the number of segregating sites (S),
haplotype diversity (H,), and nucleotide diversity (7z) with DnaSP
version 5 (Librado and Rozas, 2009).

For the nuclear microsatellite loci, we calculated the allele fre-
quencies and the number of private alleles per locality through
direct count estimation. We also estimated the proportion of poly-
morphic loci per locality (P), expected heterozygosity (H,), and ob-
served heterozygosity (H) with Arlequin version 3.5.1.2 (Excoffier
et al., 2005). We used HP-RARE version 1.0 to estimate allelic
richness (A) and corrected it for sample size through rarefaction
(Kalinowski, 2004). We performed an exact test for Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) at each locus using Markov chain Monte Carlo
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TABLE 1. Geographic information for localities of Cucurbita moschata collected in Mexico: locality ID, state, town, population, coordinates, altitude, and elevation
category. One star indicates landraces provided by the germplasm collection INIFAP-Campo Experimental Bajio; two stars indicate samples provided by the germplasm
collection of FESI-UNAM.

Coordinates

Altitude
ID Estate Town Population N w (ma.s.l.) Elevation category
Sonora Sonora Ures Gudalupe de Ures 29.428056 —110.38917 386 Lowland
Chihuahuax Chihuahua  El Saucillo El Saucillo 28.000000 —105.25000 1193 Lowland
Coahuila Coahuila Cuatro Cienegadsde  Cuatro Ciénegas 26.988611 —102.06639 739 Lowland
Carranza
Sinaloa-MO% Sinaloa Palmarito Mineral Mocorito 25.583333 —107.75000 215 Lowland
Sinaloa-MA Sinaloa Mzatlan Estacion Presidio 23.183300 —106.33300 11 Lowland
Nayarit Nayarit Santiago Ixcuintla Sauta 21.811389 —105.20667 16 Lowland
Michoacan Michoacan  Cojumatlan Cojumatlan 20.133333 —102.87500 1531 Highland
Tamaulipask Tamaulipas  Tampico Tampico 22.216667 —97.850000 10 Lowland
S.L. Potosix SLP La Laguna Tamazunchale 21.300000 —98.800000 259 Lowland
GuanajuatoX Guanajuato  Rcho San Vte Celaya 20.400000 —101.73333 1741 Highland
Hidalgo Hidalgo Ixquimilpan EL Alberto 20412500 —99.234444 1862 Highland
Edomex México Isidro Fabela Tlazala de Fabela 19.557778 -99.416667 2975 Highland
Guerrero-CO Guerrero Coyuca El Campanario 17.033333 —100.06667 73 Lowland
Guerrero-OM Guerrero Ometepec Las Vigas 16.683333 —98.400000 304 Lowland
Veracruzx Veracruz Pte Nacional Pte. Nacional 19.366667 —-96.500000 122 Lowland
Puebla Puebla Ajalpan Tehuacan Santa Cruz 18378333 —97.259444 1269 Highland
Oaxaca-TE Oaxaca Sto. Dom. Tepc. Tehuantepec 16316667 —95.233333 39 Lowland
Oaxaca-CU%% Oaxaca San Juan de los Cués  San Juan de los Cués 18.050000 —97.050000 943 Lowland
Chiapas Chiapas Jiquipilas El Arroyon-Sinaloa 16.550000 —93.600000 636 Lowland
Campeche-CK Campeche  Calakmul Chichonal 18.783300 —90.650000 252 Lowland
Campeche-CH Campeche  Champotén Venustiano Carranza 18.527166 —89.552806 89 Lowland
Yucatan-BU Yucatén Buctzotz Esperanza 21.201667 —88.792778 8 Lowland
Yucatan-TE Yucatan Temozoén Ek-Balam 20916667 —87.916667 20 Lowland
Quintana-Roo Quintana Felipe Carrillo Pto. X-hazil 19.390000 —88.069833 11 Lowland
Roo

(MCMC) with 10,000 dememorization steps, 1000 batches, and
5000 iterations per batch. We estimated linkage disequilibrium (LD)
and deviations from HWE for each locality through F,  (inbreeding
coefficient; Weir and Cockerham, 1984), using the EM algorithm
implemented in Genepop version 4.0 (Raymond and Rousset, 1995).

Characterizing genetic structure

To assess the genetic differentiation among localities, we estimated
pairwise F . With DNA sequences, we estimated F,, based on the
number of pairwise differences between haplotypes with Arlequin.
We estimated Neis pairwise F. for microsatellite data using the
package “hierfstat” (Goudet, 2005) for R version 1.4.2 (R Core
Team, 2013). To depict the relationships between localities, we con-
structed a dendrogram with each F matrix using the complete ag-
glomeration method and “hclust” function from the R package “ape”
(Paradis et al., 2004).

To further explore genetic structure for DNA sequences, we con-
ducted a Bayesian analysis with BAPS version 6.0 (Corander et al,,
2008). We used a nonspatial model, performed in five independent
runs testing for K (number of clusters) = 1-8.

For nuclear microsatellite loci, we used STRUCTURE version
2.2 (Pritchard et al., 2000). Sampled locations from C. moschata
share ancestry, and gene flow may be taking place; therefore, we
defined the admixture model and correlated allele frequencies as
priors. We conducted a previous run to determine the best amount
of burn-in chains and MCMC simulations that would maximize the
posterior likelihood. We explored values of K from 1 to 8 to maxi-
mize the posterior distributions of the model. Accordingly, for the

final run we used as parameters 500,000 burn-in chains, 1 million
MCMC, and 15 repetitions for each K (1-8). To identify the opti-
mal number of K we used the AK statistic on the rate of change be-
tween successive K-values, as proposed by Evanno et al. (2005). The
Evanno test was performed with the online program STRUCTURE
HARVESTER (Earl and von Holdt, 2012).

As an alternative approach to explore genetic structure for mi-
crosatellite data, we performed a discriminant analysis of principal
components (DAPC; Jombart et al., 2008) using the R package “ade-
genet” DAPC is a multivariate method that summarizes the genetic
differentiation between groups, while overlooking within-group
variation (Jombart et al., 2010). We performed a cross-validation
test to determine the number of principal components (PCs) to be
retained. In accordance with the result, we retained 60 PCs and two
discriminant functions (linear combinations of variables).

To accurately detect structure among localities within the
Yucatan Peninsula plus Chiapas and within the rest of the samples
(continental Mexico), we performed two independent runs with
STRUCTURE using nuclear microsatellite loci following the same
strategy as explained above.

Testing for association of genetic differentiation to elevation
and geography

To define whether the distribution of genetic variance is better
explained by geography or elevation for both molecular markers,
we used Arlequin to perform an analysis of molecular variance
(AMOVA). We tested two hypotheses: (1) test for genetic differ-
entiation by elevation (highland and lowland); and (2) test for
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genetic differentiation by geography, considering the Isthmus of
Tehuantepec as a geographic barrier as has been described for the
closely related C. argyrosperma (Sanchez-de la Vega et al., 2018).

To further test for the roles of geography and elevation in
genetic differentiation, we performed a multiple regression on
distance matrices (MRM) for both DNA sequences and nu-
clear microsatellite loci. We performed MRM using the R package
“ecodist” (Goslee and Urban, 2007). MRM uses multiple regres-
sions to test the association between a response distance matrix
and two or more explanatory distance matrices. Therefore, it
tests more than one explanatory variable and determines their
individual significance (Lichstein, 2007). The significance and
regression coefficients of the model are tested by permuting the
response distance matrix, while holding the other matrices con-
stant. In this case, we have two independent response matrices,
linearized genetic distance for DNA sequences and linearized
genetic distance for microsatellite loci (F./(1 - F)), and our
explanatory distance matrices were geographic and elevation dis-
tances between localities. We performed 1000 iterations for each
MRM model to obtain the significance of the geographic and ele-
vation matrices on the genetic distance, performing independent
tests for DNA sequences and for nuclear microsatellite loci.

Finally, we assessed genetic structure in accordance with these
spatial models (elevation and geography). For DNA sequences, we
performed a spatial analysis with BAPS, which considered the geo-
graphic location of the samples (K = 2). We selected this K-value to
test whether genetic structure was explained by elevation, consid-
ering the two categories previously defined (highland and lowland)
or geography, with the Isthmus of Tehuantepec as a genetic barrier,
as mentioned above.

RESULTS

Sampled localities can be grouped in two elevational categories
(highland and lowland; ¢ = 5.256; df = 4.62; P = 0.004). Five locali-
ties (Puebla, Michoacan, Guanajuato, Hidalgo, and Edomex) corre-
sponded to highland with an elevation range of 1269-2975 m and
an average of 1875.6 m. The rest of the localities were defined as
lowland, with an elevation range of 8-1193 m and an average of
280.3 m (Fig. 2B).

Genetic diversity

The total length of the mtDNA sequence was 1027 bp with seven
polymorphic sites. We identified 11 mtDNA haplotypes (A-K),
which can be grouped in two haplogroups in relation to the po-
sition of the haplotypes from sister taxon C. argyrosperma in the
haplotype network. The first haplogroup consists of haplotypes
A, G, E, E H, and I (Fig. 3A). The second haplogroup contains
haplotypes B, D, G, ], and K (Fig. 3A). Haplotype A (blue in
Fig. 3B) and haplotype B (pink in Fig. 3B) represent 55.37% and
30.08% of the total samples, respectively. Haplotype A was fixed
in Sinaloa-MA, Guerrero-OM, Campeche-CK, and Yucatan-TE
(Fig. 3B), while haplotype B was fixed in Sinaloa-MO, Edomex,
and Puebla but was absent in the Yucatan Peninsula. The rest of
the haplotypes were found in low frequencies; few of these haplo-
types were found in >30% frequency, and in only one or two sam-
pled locations: haplotype D (purple) in Tamaulipas, F (brown)
in Oaxaca-CU, J (yellow) in Oaxaca-TE, and C (dark cyan) in

Quintana-Roo (Fig. 3B). Veracruz had six of the 11 haplotypes
and Guerrero-CO had four haplotypes.

For the mtDNA region, mean sample size was 10.5 individuals
(7-16). Average H, was 0.316. Veracruz showed the highest ge-
netic diversity (H, = 0.889; Table 2). Average 7 was 0.0023, with
values ranging from zero in eight localities to 0.0027 in Veracruz
(Table 2).

For nuclear microsatellite loci, mean sample size was 18 in-
dividuals (14-22; Table 3). There was no evidence of null alleles
or allele dropout for the 11 analyzed loci. We found that LD be-
tween all pairs of microsatellite loci was significant in only 8%
of the pairs (P < 0.05); however, these patterns of LD were not
consistent between localities, which suggests a lack of LD among
analyzed loci.

We obtained a total of 122 microsatellite alleles (from four alleles
in locus CMTp129 to 20 alleles in locus CMTm187; Appendix S1).
All loci were polymorphic (average P = 0.75 + 0.21 [SD]), with a
range from 0.27 in Puebla to 1.00 in five localities (Sonora, Nayarit,
Michoacan, Guerrero-CO, and Campeche-CH). The mean fre-
quency of private alleles was 0.0457. Half of the sampled localities
showed private alleles, ranging from one in six localities (Coahuila,
Sinaloa-MO, Guerrero-CO, Guerrero-OM, Puebla, and Yucatan-TE)
to nine in Sinaloa-MA and Nayarit (Table 2). Mean allelic rich-
ness (A) after rarefaction was 2.96 (SD = 0.5), and it ranged from
1.87 in Yucatan-BU to 3.88 in Sinaloa-MA (Table 2). Mean genetic
diversity (H,) was 0.395 (SD = 0.06), with the lowest value found in
Yucatan-BU (H, = 0.246) and the highest in Nayarit (H, = 0.491;
Table 2).

All microsatellite loci showed significant deviations from HWE
in at least one locality, but deviations were not consistent across
samples. Most of the localities showed an excess of homozygosity
(P < 0.050 or P < 0.001; Table 2) and relatively high inbreeding co-
efficients (mean F,, = 0.180). Five localities did not show deviations
from HWE (Sinaloa-MO, Tamaulipas, S.L. Potosi, Guanajuato, and
Guerrero-CO; Table 2).

Genetic structure

Overall population differentiation for mtDNA was high
(F,, = 0.469). Genetic differentiation among pairs of localities
ranged from 0.001 (Coahuila-Sonora) to 1 (Puebla-Sonora-MA,
Guerrero-OM, Campeche-CK, and Yucatan-TE; Campeche-CK-
Sinaloa-MO and Edomex; Yucatan-TE-Sinaloa-MO and Edomex;
Appendix S2). The dendrogram showed three well-defined
groups (Fig. 4A). The first group, except Sinaloa-MO, consists
of highland localities that exhibited high frequencies of haplo-
type B (pink). The second group includes localities with a high
frequency of haplotype A (blue), and the third group consists
of localities with frequencies <50% for either A or B. The BAPS
analysis for mtDNA, without considering spatial data, showed
structure among sampled localities. The number of groups in the
optimal partition was K = 7 (In(P) = —82.07; Appendix S3). All
individuals from Sinaloa-MO, Edomex, and Puebla were assigned
to Cluster 1 (red). Most individuals from the Yucatan Peninsula
and Chiapas were assigned to Cluster 4 (green). A small propor-
tion of individuals from six localities (Chihuahua, Tamaulipas,
S.L. Potosi, Guerrero-CO, Oaxaca-TE, and Oaxaca-CU) were
assigned to clusters 2, 3, 5, 6, and 7. Individuals from Veracruz
(the most diverse population) were assigned to five genetic clus-
ters (Appendix S3).
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FIGURE 3. (A) Median-joining network of haplotypes found in Cucurbita moschata (mtDNA trnL-trnF); circle diameter is proportional to haplotype
frequency. The network was rooted using C. moschata's close relatives: 1 = C. argyrosperma ssp. argyrosperma (domesticated) and 2 = C. argyrosperma
ssp. sororia (wild). (B) Geographic distribution and frequency of C. moschata haplotypes for each sampled location.

For nuclear microsatellite loci, F, = 0.215. Values among pairs
of localities ranged from 0.041 (Nayarit-Sinaloa-MA) to 0.340
(Yucatan-BU-Guerrero-CO; Appendix S2), and Yucatan-BU was
the most genetically differentiated locality. The dendrogram showed
that the localities from the Yucatan Peninsula constitute a distinct
group (Fig. 4B).

STRUCTURE analysis for nuclear data identified the optimal
number of clusters (K) as 2 (In(P) = —10,064.7), but there was not
a clear pattern among localities (Evanno’s test and barplot K = 2;
Appendix S4). Evanno’s test has a tendency for optimal K = 2 (Janes
et al,, 2017), and the AK and posterior likelihood values were very
similar for K = 2 and K = 3. We determined a clustering of K = 3
(In(P) = —9456; Fig. 5A) in our analysis, because it explains the data
in accordance with the geographic distribution of this species. For
K = 3, individuals from Sonora, Coahuila, Edomex, and Hidalgo
were assigned to Cluster 1 (brown), and few individuals from
Guerrero-OM were assigned to this genetic group. All individuals
from Chihuahua, Sinaloa-MO, Michoacan, Tamaulipas, S.L. Potosi,

Guanajuato, and Guerrero-CO were assigned to Cluster 2 (green).
Individuals from the Yucatan Peninsula and Chiapas were assigned
to Cluster 3 (purple). Sinaloa-MA, Nayarit, Puebla, and Oaxaca
(TE and CU) were the most diverse in terms of individual assign-
ment to several clusters (Fig. 5A). Landraces from the Isthmus of
Tehuantepec to the Yucatan Peninsula were genetically different
from the rest of the sampled localities (F = 0.338).

The DAPC results for nuclear data are similar to the results
from STRUCTURE analysis with K = 3 (Appendix S5): localities
from the Isthmus of Tehuantepec and the Yucatan Peninsula form a
well-differentiated group. S.L. Potosi, Guanajuato, Sinaloa-MO, and
Michoacan were clustered in one group. The rest of the localities did
not show any clear genetic structure.

Localities within the Yucatan Peninsula and Chiapas showed
structure with the nuclear microsatellite data. The best K was 3
(In(P) = -2163.7; Fig. 5B). The greater proportion of ancestry
of Cluster 1 (blue) prevails in Chiapas. Most individuals from
Quintana-Roo were assigned with high probability to Cluster
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TABLE 2. Genetic diversity obtained for mtDNA and 11 nuclear microsatellite loci for Cucurbita moschata in Mexico: locality ID, number of individuals analyzed (n),
number of haplotypes (h), haplotype diversity (H ), nucleotide diversity (), proportion of polymorphic loci (P), number of private alleles (PA), rarefied allelic richness (A),
observed heterozygosity (H,), expected heterozygosity (H,), and inbreeding coefficient (F,). One star indicates landraces provided by the germplasm collection INIFAP-
Campo Experimental Bajio; two stars indicate samples provided by the germplasm collection of FESI-UNAM. Statistical significance: P < 0.05 (*), statistical significance
P <0.001 (**), standard deviations (SD) are shown in parentheses in the bottom row.

mtDNA Nuclear microsatellite loci

ID n h H, m n P PA A H, H, F
Sonora 12 2 0.409 0.0020 20 1.00 2 3.02 0.328 0408 0.348**
Chihuahua% 10 2 0.200 0.0002 14 0.55 0 3.01 0.484 0473 0.063**
Coahuila 16 2 0.525 0.0026 20 0.82 1 2.90 0.356 0.397 0.269**
Sinaloa-MO% 10 1 0.000 0.0000 20 091 1 3.05 0443 0433 —0.021
Sinaloa-MA 11 1 0.000 0.0000 19 0.36 9 3.88 0.304 0429 0.362%*
Nayarit 10 2 0.356 0.0017 19 1.00 9 3.71 0.316 0491 0.422%*
Michoacan 12 2 0.303 0.0015 21 1.00 2 2.28 0.374 0.303 0.217*
Tamaulipask 11 3 0.655 0.0018 17 091 0 3.02 0.536 0.396 —-0.111
S.L. Potosik 11 4 0.745 0.0027 19 0.73 0 3.51 0493 0.465 —0.058
Guanajuatox 9 2 0.556 0.0027 20 0.64 0 337 0.440 0431 -0.027
Hidalgo 12 2 0.485 0.0023 14 0.82 0 2.71 0.522 0421 0.096*
Edomex 16 1 0.000 0.0000 16 0.36 0 243 0.357 0.315 0.090**
Guerrero-CO 8 4 0.643 0.0025 20 1.00 0 234 0.345 0.306 -0.024
Guerrero-OM 11 1 0.000 0.0000 16 0.82 1 2.76 0.352 0.375 0.328**
Veracruzx 9 6 0.889 0.0027 18 0.82 1 3.31 0.520 0447 0.045*
Puebla 14 1 0.000 0.0000 19 0.27 1 3.50 0.268 0471 0.493**
Qaxaca-TE 7 2 0476 0.0019 18 0.73 4 3.20 0479 0403 0.029
Oaxaca-CU%% 9 3 0.722 0.0024 15 045 2 3.68 0.206 0444 0.550**
Chiapas 10 2 0.200 0.0002 20 0.82 0 2.71 0.311 0317 0.297**
Campeche-CK 9 3 0417 0.0004 20 0.73 0 2.60 0.352 0.365 0.213**
Campeche-CH 10 1 0.000 0.0000 21 1.00 0 2.79 0.406 0.378 0.224%*
Yucatan-BU 10 2 0.200 0.0002 20 0.73 0 1.87 0.354 0.246 0.098**
Yucatan-TE 10 1 0.000 0.0000 18 0.73 1 263 0431 0.397 0.219%*
Quintana-Roo 9 2 0.500 0.0005 22 0.73 0 2.96 0479 0.383 0.101*

256 0.58900 0.00239 446 0.75 2.96 0.39%4 0.395 0.180*

0.21) (0.5) (0.09) (0.06) (0.08)

TABLE 3. Analysis of molecular variance (AMOVA; Excoffier et al.,, 2005) performed with Arlequin version 3.5.1.2 for 24 sampled localities of Cucurbita moschata
from Mexico using mitochondrial DNA (mtDNA AMOVA; F, ) and 11 nuclear microsatellite loci (microsatellite AMOVA; ¢,). AMOVA test for genetic differentiation by
geography, considering the Isthmus of Tehuantepec as a geographic barrier; and test for genetic differentiation by elevation (highland and lowland) as defined in Table
1. Significant values of genetic structure (¢ST and F;) and significant values of inbreeding coefficients (¢>|5, (;bm (;bsc) were found within individuals

Geography Elevation

Source of variation df Percent variation F coefficients P Percent variation F coefficients P

mtDNA AMOVA

Among groups 1 308 F,; 0307 0.000 £ 0.000 46.94 F. 0469 0.00 £ 0.00

Among populations 22 3132 F 0452 0.003 £0.001 19.52 F. 0367 0.00 +£0.00
within groups

Within populations 232 37.88 3354

Microsatellites AMOVA

Among groups 1 3.99 ¢..0039 0.000 + 0.000 0.80 ¢..0.008 0.00+0.00

Among populations 22 19.9 ¢, 0157 0.000 + 0.000 21.68 ¢, 0.157 0.00+0.00
within groups

Among individuals 422 11.95 . 0207 0.000 + 0.000 1217 6. 0218 0.00 +0.00
within populations * *

Within individuals 446 64.16 ¢, 0359 0.003 +0.001 65.35 ¢, 0346 0.20 +0.01

2 (magenta). Landraces from Campeche (CK and CH) showed  Test for association of genetic differentiation with elevation
high levels of admixture, in contrast to the localities of Yucatan  and geography

(BU and TE), wh1.c h show.ed 10“.’ levels of z'ic.lmucture because. " The AMOVA for mtDNA data showed that clustering by elevation

dividuals were assigned with a high probability to Cluster 3 (pink; lained % of th . L hiehland

Fig. 5B). For continental Mexico, K = 2 (In(P) = —7367.9) genetic explained 46.94% of the genetic variation among groups (highlan
& ’ ; ’ vs. lowland), and 33.54% was due to within-individual variation

;t;:l;:}tllér“c;smong localities based on geography or elevation was (Table 3). The AMOVA performed with the same dataset considering
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FIGURE 4. Dendrograms depicting pairwise F  values for 24 sampled locations of Cucurbita moschata from Mexico. (A) Mitochondrial region trnlL-
trnF; pie graphs correspond to haplotype frequency per population. (B) Eleven nuclear microsatellite loci; pie graphs correspond to the proportion
of individuals per population assigned to each genetic cluster obtained with STRUCTURE for K = 3. Highland is indicated with red points and lowland

with blue points. Values for pairwise F_ are given in Appendix S2.

the Isthmus of Tehuantepec as a genetic barrier (Yucatan Peninsula
and Chiapas vs. the rest of samples) explained 30.80% among group
variation and 37.88% within-individual variation (Table 3). The BAPS
test for mtDNA for K = 2 further supports that genetic structure is
associated with elevation (highland and lowland; Appendix S3).
Most individuals, especially from lowland localities (Sonora, Nayarit,
S.L. Potosi, Guerrero-CO, Guerrero-OM, Chiapas, Campeche-CK,
Campeche-CH, Yucatan-BU, Yucatan-TE, and Quintana-Roo) were

assigned to Cluster 1 (blue). By contrast, most individuals from
highland localities from the Trans-Mexican Volcanic Belt (Puebla,
Michoacan, Guanajuato, Hidalgo, and Edomex) were assigned to
Cluster 2 (red). Even though Tamaulipas and Veracruz are lowland lo-
calities, they are close to the Trans-Mexican Volcanic Belt, which may
explain their assignment to Cluster 2 (Appendix S3).

By contrast, in the AMOVA of nuclear microsatellite loci, eleva-
tion explained only 0.8% of among-group variation and 65.35% of
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FIGURE5. (A) Histogram showing the proportion of each individual per locality of Cucurbita moschata assigned to different genetic clusters obtained
with STRUCTURE version 2.2 for K= 3. A high proportion of individuals from Sonora, Coahuila, and Edomex were assigned to Cluster 1 (brown); all in-
dividuals from Chihuahua, Sinaloa-MO, Michoacan, Tamaulipas, S.L. Potosi, Guanajuato, and Guerrero-CO were assigned to Cluster 2 (green), and most
individuals from the Yucatan Peninsula were assigned to Cluster 3 (purple). (B) Histogram showing the genetic structure within localities from south-
east Mexico (Isthmus of Tehuantepec to Yucatan Peninsula) obtained with STRUCTURE for K = 3, and fruit morphology of landraces for each locality.

within-individual variation, while grouping by geography (Yucatan
Peninsula and Chiapas vs. the rest of samples) explained 3.99% of
among-group variation and 64.16% of within-individual variation
(Table 3).

On the other hand, the MRM test showed that both mtDNA and
nuclear microsatellite loci pairwise genetic distance matrices have a
significant association with elevation (P = 0.004 and 0.040, respec-
tively), and a nonsignificant association with geographic distance in
any case (P = 0.446 and 0.550, respectively).

DISCUSSION

Contrasting genetic diversity between chloroplast and
mitochondria in C. moschata

Cucurbita moschata shows high genetic diversity in the mtDNA
copy of the trnL-trnF region. This result agrees with the findings of
Aguirre-Dugua et al. (2019), who report substitution rates (substitu-
tions/site/million years) one to two orders of magnitude larger in mi-
tochondrial copies of chloroplast origin (rpL120-rpS22 = 0.0177;
trnL-trnF = 0.0577) when compared to their chloroplast homolo-
gous copies (rpL120-rpS22 = 0.0032; trnL-trnF = 0.0061).

A high substitution rate in mtDNA copies allows for the accumu-
lation of genetic variation; this is the expected result for a fragment

that has lost its original function, while the lack of genetic variation
in analyzed cpDNA regions may be related to a recent origin of this
species (see Castellanos-Morales et al., 2018). A mitochondrial copy
of trnL-trnF was an ideal marker for our study. Nonetheless, we rec-
ommend that future Cucurbita studies first analyze the identity of
amplified sequences to avoid unsuitable comparisons with previous
analyses based on this chloroplast region by Barboza et al. (2012)
and Zheng et al. (2013).

High genetic variation in mtDNA of C. moschata

Mitochondrial haplotype diversity and nucleotide diversity (11
haplotypes, H, = 0.589 and 7 = 0.0023) was higher in C. moschata
than in C. pepo ssp. pepo (Mexican landraces), based on the
same mitochondrial copy of the trnL-trnF region (2 haplotypes,
H, =0.142 and 7 = 0.0010; Ruiz Mondragén, 2017). Moreover, we
found that C. moschata in Mexico consists of two mtDNA lineages.
Mitochondrial diversity found in our study indicates that Mexico
is a region of high genetic diversity for this species. High genetic
variation in accessions of C. moschata from Mexico has also been
reported for chloroplast DNA (12 haplotypes for 38 accessions from
Mexico; Barboza et al., 2012), further supporting this country as an
area of high diversity for this species.

The high genetic diversity in mtDNA of C. moschata in
Mexico may be related to several factors, including (1) that it is
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a species with a wide distribution, which ranges from the United
States to South America (OECD, 2012); (2) that it has a large ef-
fective population size, given that C. moschata is one of the most
widely cultivated species of squash worldwide (Paris, 2016); and (3)
that it has a long history since domestication in Mexico, given that
the oldest archaeological record of C. moschata, ~7000 yr BP, was
found in Tehuacdn, in the state of Puebla (Whitaker et al., 1957).

High mitochondrial genetic diversity recovered in Veracruz and
central Mexico may suggest that Mesoamerica could be one of the
centers of domestication and/or diversification of C. moschata, as
suggested by Whitaker and Davis in 1962. This is further supported
by higher genetic variation in chloroplast sequences in Mexico
when compared to Central America (Barboza et al., 2012), and by
the oldest archaeological remains found relatively near (~200 km)
the Veracruz sampled site. Moreover, similar patterns of high ge-
netic variation at the domestication center have been found in
other cultivated species in Mexico, such as the chili pepper (Kraft
etal.,2014) and the common bean (Kwak et al., 2009). Nevertheless,
future studies should include samples from Central and South
America to test this idea.

Genetic diversity estimated with nuclear microsatellite loci,
gene flow, and inbreeding in C. moschata

In terms of nuclear genetic variation, our results showed in-
termediate levels of allelic richness (A = 2.96) compared with
other domesticated Cucurbita species, based on different sets
of nuclear microsatellite loci (C. maxima: A = 4.3 [Kazminska
et al,, 2017]; C. pepo ssp. pepo: A = 3.43-3.8 [Gong et al., 2008,
2012; Formisano et al., 2012; Enriquez et al., 2018; Castellanos-
Morales et al., 2019]; C. argyrosperma ssp. argyrosperma: A = 2.7
[Sdnchez-de la Vega et al.,, 2018]; a hybrid Cucurbita rootstock
[C. moschata x C. maxima]: A = 2.2 [Kong et al., 2014]). Total
genetic variation of C. moschata (H, = 0.395) was similar to val-
ues reported for sister taxa C. argyrosperma ssp. argyrosperma
and C. argyrosperma ssp. sororia (H, = 0.41 and H, = 0.43, re-
spectively; Sanchez-de la Vega et al., 2018), but slightly lower
than values reported for other annual plants in microsatel-
lite studies (i.e., H, = 0.46; Nybom, 2004) and for other squash
crops, for instance C. pepo ssp. pepo (H, = 0.500-0.572; Enriquez
et al.,, 2018; Castellanos-Morales et al.,, 2019), C. maxima
(H, = 0.56; Kazminska et al., 2017), and hybrid Cucurbita root-
stocks (H, = 0.46; Kong et al., 2014).

Levels of genetic diversity for microsatellite loci of C. moschata
could be associated with possible gene flow with other squash taxa,
given that wild and domesticated gourds often grow in close prox-
imity in traditional agroecosystems in Mesoamerica. Even if the
wild ancestor of C. moschata is unknown, C. moschata produce
fertile offspring when crossed with several wild Cucurbita species
(Whitaker and Bemis, 1964), and the closely related wild taxon C.
argyrosperma ssp. sororia is sympatric in the Pacific coast and Gulf
of Mexico. Spontaneous hybridization between C. moschata, C. ar-
gyrosperma ssp. argyrosperma, and C. argyrosperma ssp. sororia has
been suggested in the west coast of Mexico (Montes-Herndndez
and Eguiarte, 2002). In addition, seed exchange and fruit selection
within and among localities might also affect levels of nuclear ge-
netic variation in C. moschata, as has been reported for C. argyros-
perma ssp. argyrosperma (Sanchez-de la Vega et al., 2018).

Cucurbita moschata in Mexico has relatively high levels of
inbreeding (average F,, = 0.18) compared to other domesticated
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squashes such as C. argyrosperma ssp. argyrosperma (average
F, = 0.033; Sdnchez-de la Vega et al., 2018) or C. pepo ssp. pepo
(average F,, = 0.13; Castellanos-Morales et al., 2019). However,
the inbreeding coefficient in C. moschata was lower than that
reported for other domesticated plants native to Mesoamerica,
such as common bean Phaseolus vulgaris L. (F = 0.81; Blair et al.,
2011) and papaya Carica papaya (F,; = 0.58; Matos et al., 2013).
Domestication and crop improvement often involve increased in-
breeding (Robinson, 2008; Moyers et al., 2018). For instance, in
order to increase crop productivity (by ensuring pollination) or
to reduce variability in the crop, farmers sometimes select geito-
nogamous individuals (Escalante et al., 1994; Montes-Hernandez
and Eguiarte, 2002), in which flowers may be fertilized with the
pollen of a male flower from the same plant (Hessing, 1988).
Nevertheless, the effects of inbreeding do not seem to be a crucial
problem in domesticated Cucurbita species, because spontaneous
hybridization and farm management promote genetic diversity
(Robinson, 2008; Enriquez et al., 2018).

Stronger signals of genetic structure for mtDNA than for
nuclear microsatellite loci in C. moschata

The analyzed mitochondrial region (trnL-trnF) reflects ancient uni-
parental history, with a pattern of strong differentiation (F,, = 0.469)
as a result of lineage divergence. BAPS results (K = 7) suggest that
genetic structure may be driven by both lineage divergence and eleva-
tion, with most of the samples from highland constituting a well-dif-
ferentiated and cohesive genetic cluster, including few individuals
from other locations. By contrast, genetic structure in C. moschata
for chloroplast DNA was correlated with morphological variation
(Barboza et al., 2012). Future analysis should test for correlation be-
tween mtDNA genetic structure and morphological variation.

For nuclear microsatellite data, genetic differentiation in
C. moschata (F, = 0.215) was lower than in C. argyrosperma
ssp. argyrosperma (F . = 0.261; Sdnchez-de la Vega et al., 2018),
but higher than for C. pepo ssp. pepo (F, = 0.16; Castellanos-
Morales et al., 2019). Our results are consistent with levels of
genetic differentiation previously reported for outcrossing plants
(average F_ = 0.22; Nybom, 2004). Low values of pairwise F,
(0.041-0.340) among localities and the presence of few private
alleles suggest that gene flow has been common in this species.
For instance, Chiapas, Oaxaca-CU, Nayarit, and Sinaloa show
significant signals of admixture (Fig. 5A). Low differentiation
among our localities can be attributed to seed exchange among
local people and homogeneous morphological selection among
farmers within certain geographic regions (see also Montes-
Hernandez et al., 2005). In addition, wild and cultivated species
of Cucurbita are pollinated by specialized bees of the genera
Peponapis and Xenoglossa that have limited dispersal ability
(~0.7 km) and are found in low densities (Kohn and Casper, 1992;
Enriquez et al., 2015). Limited geographic structure and low dif-
ferentiation among sampled locations have been reported for C.
pepo ssp. pepo (Castellanos-Morales et al., 2019) and for other
domesticated species (i.e., beans; Papa and Gepts, 2003). Also, for
landraces of relatively recent origin, not enough time may have
passed for genetic drift to differentiate the populations.

Results from the STRUCTURE and DAPC analyses for nu-
clear microsatellite data are consistent. The localities are mainly
differentiated between the Yucatan Peninsula landraces (beginning
from Isthmus of Tehuantepec to the Yucatan Peninsula) and the
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rest of the Mexican landraces (Figs. 4B and 5A). The Isthmus of
Tehuantepec seems to act as a partial barrier to gene flow, as has
been reported in other studies (see review in Ornelas et al., 2013),
at least for nuclear genes. A similar genetic pattern has been de-
scribed in the closely related domesticated squash C. argyrosperma
ssp. argyrosperma (Sanchez-de la Vega et al., 2018). Although we did
not conduct a statistical analysis, because we lack the formal mor-
phological data, we observed that there are morphological differ-
ences between the Yucatan Peninsula landraces and the rest of the
Mexican landraces (Figs. 1 and 5B). For instance, fruit size may
represent an essential character because smaller fruits are preferred
within the Yucatan Peninsula and Chiapas (Fig. 5B).

Elevation and geography shape genetic structure in C.
moschata

We found two main patterns of genetic structure in C. moschata
depending on the source of molecular data. Genetic differentiation
for mtDNA mainly follows an elevation gradient, while genetic dif-
ferentiation for nuclear microsatellite loci suggests a geographic
pattern, in which the Isthmus of Tehuantepec seems to be the main
barrier, and there is genetic structure within the two main clusters
(Yucatan Peninsula and continental Mexico).

Domestication, selection, and local adaptation may lead to mor-
phological and ecological differentiation among populations (Casas
et al., 2007; Paris, 2016). These processes may have promoted the
divergence of two main mitochondrial linages of C. moschata in
Mexico. One lineage (haplotype A) prevails in lowlands and partic-
ularly in localities from the Peninsula of Yucatan, as well as in local-
ities from the south of Mexico. By contrast, the other lineage seems
to be associated with highlands in the Trans-Mexican Volcanic Belt
(Fig. 3B).

For mtDNA, AMOVA results show high levels of genetic vari-
ance explained by the elevational grouping (Table 3). The BAPS
analysis also supported two main clusters: rather than a subdivision
among geographic areas, these two clusters highlighted a clear alti-
tudinal cline (Appendix S3). As previously mentioned, similar pat-
terns of genetic structure between highland and lowland landraces
have been noted in other domesticated taxa (e.g., maize and bar-
ley; Tanto et al., 2010; Van Heerwaarden et al., 2011); and genomic
analyses have uncovered signals of local adaptation to these altitu-
dinal gradients (Aguirre-Liguori et al., 2017; Fustier et al,, 2017).
Divergence in highland and lowland, together with human disper-
sal over large areas (Besnard et al., 2013), could explain the current
wide geographic-altitudinal tolerance of C. moschata (Lira, 1995).
To understand how C. moschata adapts to lowland and highland
environments, local adaptation should be studied with genomic ap-
proaches—for instance, scanning single-nucleotide polymorphisms
related to environmental parameters of their distribution, as for ex-
ample conducted recently in wild maize by Aguirre-Liguori et al.
(2017,2019a, b).

For nuclear microsatellite loci, AMOVA results showed moder-
ate levels of genetic variance explained by geographic grouping, and
the Isthmus of Tehuantepec may be acting as a barrier to gene flow
(Table 3). Clustering analysis showed structure within the Yucatan
Peninsula. As previously mentioned, morphological variation may
be related to this pattern of genetic structure (Fig. 5B), as it has
been linked to chloroplast genetic variation (Barboza et al., 2012).
Sénchez-de la Vega et al. (2018) suggested that genetic structure
found in C. argyrosperma ssp. argyrosperma might be associated

with cultural preferences regarding fruit and seed selection asso-
ciated with native American groups. In other domesticated species,
genetic structure and morphological differentiation could be asso-
ciated with fruit selection for a particular morphology (see Aguirre-
Dugua et al.,, 2013; Blancas et al., 2016), and also with differences
among human cultural management (Casas et al., 1996; Blancas
et al,, 2016; Sanchez-de la Vega et al.,, 2018). Future morphological
and ethnobotanical analyses should be conducted to corroborate
this hypothesis.

GENETIC RESOURCES AND CONCLUSIONS

Landraces of Cucurbita moschata in Mexico represent important
plant genetic resources with versatile uses as food, important eco-
logical roles, and high genetic diversity.

Divergence of C. moschata mtDNA lineages linked to an altitudi-
nal gradient (highland and lowland) could be related to adaptation
to different environmental conditions that may also favor its cur-
rent wide range of cultivation. These lineages may hold the key for
adaptation to future environmental conditions and should be pre-
served in germplasm collections. For instance, in Mexico, we found
a variety that is grown in the highest elevation so far reported for
this species (i.e., Edomex that was collected above 2800 m). Based
on our findings, research should be conducted to identify specific
genes or alleles with current or potential value for applications in
food, agriculture, and forestry.

Our results indicate that Mexico is an area of high diversity for
C. moschata. In particular, Veracruz and central Mexico showed
high mitochondrial diversity. For future improvement programs for
this species, we recommend that landraces from east-central and
northeast Mexico (especially Tamaulipas, S.L. Potosi, and Veracruz)
should be priorities for conservation. Landraces from the Yucatan
Peninsula should also be carefully collected and deposited in germ-
plasm collections for ex situ conservation because of their morpho-
logical and genetic uniqueness.

For a thorough understanding of the relationships among
C. moschata and its sister taxa, it will be necessary to sample and
jointly analyze the closely related wild taxon C. argyrosperma ssp.
sororia.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank CONABIO (project nos. KE004 and PE001
to R.L.-S.5S.M-H., and L.E.E.), Ciencia Basica CONACyT (proj-
ect no. 2011.167826 to L.E.E.), and Problemas Nacionales
CONACYyT (project no. 247730 to D. Pifiero) for funding this re-
search. This manuscript is presented in partial fulfillment of the
requirements to obtain a PhD by H. S. Hernandez-Rosales in the
Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). The first author thanks
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) for PhD
scholarship (no. 385367). The paper was written during a sabbat-
ical leave of L.E.E. with support of the program PASPA-DGAPA,
UNAM, in the Department of Plant and Microbial Biology,
University of Minnesota, in P. Tiffin’s laboratory. The authors
thank V. Souza and D. Pifiero for their continuous support during
the project. Additionally, we thank two anonymous reviewers for
their comments that greatly improved the manuscript.



2020, Volume 107

AUTHOR CONTRIBUTIONS

H.S.H.-R. and G.C.-M. contributed to fieldwork, lab work, molec-
ular and population genetics analysis, and drafting the manuscript.
G.S.-V. contributed to fieldwork and lab work. E.A.-P. contributed
to correcting the manuscript. S.M.-H. was a project leader and gen-
erated the database for project design. R.L.-S. was a project leader
and contributed to logistics. L.E.E. was a project leader, designed
and coordinated the project and its logistics, and drafted and cor-
rected the manuscript. All authors approved the final version of
the manuscript.

DATA AVAILABILITY

The mitochondrial sequences can be accessed through GenBank
(NCBL https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) accessions MN381
966-MN381976.

SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may be found online in the
supporting information tab for this article.

APPENDIX S1. Number of alleles found in landraces of Cucurbita
moschata per nuclear microsatellites loci (Gong et al., 2008).

APPENDIX S2. Genetic differentiation among localities (pairwise
F,,) of Cucurbita moschata from Mexico. Lower diagonal pairwise
matrix (in bold) corresponds to mitochondrial region (trnL-trnF).
Upper diagonal pairwise matrix corresponds to nuclear microsat-
ellite loci.

APPENDIX S3. Barplot from BAPS analysis performed with
mitochondrial region (trnL-trnF) for localities of Cucurbita
moschata in Mexico. Proportion of individual per locality as-
signed to each cluster, K = 7 (top). Proportion of individual per
locality assigned to each cluster, K = 2 (bottom). Localities are
arranged according to altitude, from lowlands to highlands, de-
picted with a black line.

APPENDIX $4. Bayesian clustering assignment based on 11 nu-
clear microsatellite loci amplified for Cucurbita moschata in Mexico.
(A) Delta K-values obtained by the Evanno's method (Evanno et al.,
2005), testing K = 1 to K = 7. (B) Barplot from STRUCTURE analy-
sis depicting individual's assignment for K = 2.

APPENDIX S5. Discriminant analysis of principal components
(DAPC) for 24 localities of Cucurbita moschata in Mexico. Yucatan
Peninsula localities (outlined) are well differentiated from the rest
of the samples.
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Appendix S1. Number of alleles found in landraces of Cucurbita moschata per nuclear
microsatellites loci (Gong et al., 2008).

Appendix S2. Genetic differentiation among localities (pairwise F,) of Cucurbita
moschata from Mexico. Lower diagonal pairwise matrix (in bold) corresponds to
mitochondrial region (trnL-trnF). Upper diagonal pairwise matrix corresponds to nuclear
microsatellite loci.

Appendix S3. Barplot from BAPS analysis performed with mitochondrial region (frnL—
trnF) for localities of Cucurbita moschata in Mexico. Proportion of individual per locality
assigned to each Cluster K = 7 (top). Proportion of individual per locality assigned to each
Cluster K = 2 (bottom). Localities are arranged according to altitude from lowlands to
highlands depicted with a black line.

Appendix S4. Bayesian clustering assignment based on eleven nuclear microsatellite loci
amplified for Cucurbita moschata inMexico. A) Delta K values obtained by the Evanno’s
method (Evanno et al., 2005), testing K = 1 to K =7. B) Barplot from Structure analysis
depicting individual’s assignment for K = 2.

Appendix S5. Discriminant analysis of principal components (DAPC) for 24 localities
of Cucurbita moschata in Mexico. Yucatan Peninsula localities (outlined) are well
differentiated from the rest of the samples.
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Appendix S1. Number of alleles found in landraces of Cucurbita moschata per nuclear
microsatellites loci (Gong et al., 2008).

Expect size

locus (pb) n.a
CMTm187 128 20
CMTpl75 155 19
CMTm120 121 7
CMTml144 150 16
CMTm261 228 6

CMTml1 108 11
CMTpl129 147 4
CMTp193 186 10
CMTm?221 108 9
CMTpl7 84 1
CMTm54 154 12
CMTp88 167 8

Total 122



Appendix S2. Genetic differentiation among localities (pairwise F,) of Cucurbita
moschata from Mexico. Lower diagonal pairwise matrix (in bold) corresponds to
mitochondrial region (trnL-trnF). Upper diagonal pairwise matrix corresponds to nuclear
microsatellite loci.

Sonora Chihuahua Coahuila Sinaloa-MO Sinaloa-MA Nayarit

Sonora 0.117 0.154 0.112 0.045 0.068
Chihuahua 0.056 0.171 0.091 0.112 0.114
Coahuila 0.001  0.237 0.188 0.115 0.116
Sinaloa-MO | 0.707  0.900  0.469 0.097 0.099
Sinaloa-MA | 0.170  0.010  0.347 1.000 0.041
Nayarit 0.000 0.008 0.039 0.778 0.124

Michoacan 0.466 0.700  0.225 0.070 0.811 0.532
Tamaulipas 0.335  0.481 0.248 0.535 0.600 0.364
S.L.Potosi 0.026 0.192  0.000 0.472 0.317  0.050
Guanajuato 0.092  0.379  0.000 0.394 0.535  0.149
Hidalgo 0.234 0.499  0.030 0.245 0.624  0.295
Edomex 0.761  0.923  0.533 0.000 1.000  0.825
Guerrero-CO | 0.000  0.023  0.024 0.667 0.198  0.000
Guerrero-OM | 0.170  0.010  0.347 1.000 0.000 0.124
Veracruz 0.150 0.331 0.046 0.352 0.465  0.184
Puebla 0.745 0917  0.514 0.000 1.000  0.812
Oaxaca-TE 0.052 0.076  0.158 0.802 0.254  0.037
Oaxaca-CU 0.230 0.434  0.095 0.369 0.569  0.271
Chiapas 0.056 0.000 0.237 0.900 0.010  0.008
Campeche-CK | 0.009  0.000  0.154 0.802 0.090  0.000
Campeche-CH | 0.157  0.000  0.334 1.000 0.000 0.111
Yucatan-BU | 0.056  0.000  0.237 0.900 0.010  0.008
Yucatan-TE | 0.157  0.000  0.334 1.000 0.000 0.111
Quintana-Roo | 0.399  0.508  0.367 0.762 0.655  0.420




Michoacan Tamaulipas S.L.Potosi Guanajuato Hidalgo

Sonora
Chihuahua
Coahuila
Sinaloa-MO
Sinaloa-MA
Nayarit
Michoacan
Tamaulipas
S.L.Potosi
Guanajuato
Hidalgo
Edomex
Guerrero-CO
Guerrero-OM
Veracruz
Puebla
Oaxaca-TE
Oaxaca-CU
Chiapas
Campeche-CK
Campeche-CH
Yucatan-BU
Yucatan-TE

Quintana-Roo

0.12
0.164
0.224
0.119
0.102
0.096

0.360
0.254
0.084
0.000
0.126
0.428
0.811
0.151
0.109
0.577
0.152
0.700
0.593
0.803
0.700
0.803
0.586

0.144
0.12
0.156
0.063
0.122
0.107
0.162

0.170
0.209
0.250
0.610
0.238
0.600
0.049
0.588
0.338
0.180
0.481
0.369
0.586
0.481
0.586
0.381

0.098
0.1
0.124
0.063
0.079
0.079
0.117
0.066

0.000
0.079
0.551
0.000
0.317
0.000
0.528
0.081
0.056
0.192
0.094
0.301
0.192
0.301
0.260

0.107
0.119
0.174
0.111
0.105
0.107
0.113
0.131
0.085

0.000
0.483
0.083
0.535
0.000
0.457
0.241
0.024
0.379
0.257
0.518
0.379
0.518
0.380

0.131
0.142
0.154
0.093
0.119
0.097
0.195
0.115
0.11
0.17

0.319
0.213
0.624
0.034
0.297
0.368
0.048
0.499
0.388
0.612
0.499
0.612
0.447
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Edomex

Guerrero-

Guerrero-OM  Veracruz Puebla Oaxaca-TE

CO

Sonora 0.14 0.156 0.047 0.129 0.09  0.095
Chihuahua 0.219 0.196 0.132 0.136  0.12  0.106
Coahuila 0.166 0.26 0.131 0.137 0.12  0.173
Sinaloa-MO 0.229 0.183 0.139 0.117 0.08  0.051
Sinaloa-MA 0.149 0.202 0.078 0.122  0.07  0.088
Nayarit 0.154 0.194 0.09 0.1 0.04  0.082
Michoacan 0.258 0.25 0.173 0.15 0.13 0.133
Tamaulipas 0.248 0.197 0.157 0.086 0.09 0.079
S.L.Potosi 0.227 0.14 0.147 0.069 0.08  0.067
Guanajuato 0.209 0.18 0.157 0.12 0.1 0.11
Hidalgo 0.198 0.247 0.113 0.133 0.06  0.093
Edomex 0.323 0.108 0.236 0.14  0.231
Guerrero-CO 0.737 0.223 0.185 0.22 0.164
Guerrero-OM | 1.000 0.198 0.169 0.09 0.129
Veracruz 0.442 0.047 0.465 0.1 0.092
Puebla 0.000 0.718 1.000 0.415 0.066
Oaxaca-TE 0.852 0.000 0.254 0.176 0.838
Oaxaca-CU 0.459 0.152 0.569 0.000 0.432 0.278
Chiapas 0.923 0.023 0.010 0.331 0.917 0.076
Campeche-CK | 0.847 0.000 0.090 0.211 0.834 0.000
Campeche-CH | 1.000 0.181 0.000 0.447 1.000 0.235
Yucatan-BU 0.923 0.053 0.010 0.331 0.917 0.076
Yucatan-TE 1.000 0.181 0.000 0.447 1.000 0.235
Quintana-Roo | 0.814 0.281 0.655 0.185 0.800 0.358
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Oaé(%ca- Chiapas Cang;zche Cang;_eltche YuBc%[an Yu;aEtan Quintana-Roo

Sonora 0.092 0.112  0.109 0.125 0.194 0.109 0.137
Chihuahua | 0.121 0.123  0.139 0.136 0217 0.122 0.137
Coahuila 0.138 0.16  0.191 0.129 0252 0.17 0.195
Sinaloa-MO | 0.098 0.107  0.101 0.127 0228 0.109 0.123
Sinaloa-MA | 0.052  0.108  0.079 0.1 0.15 0.078 0.12
Nayarit 0.05 0.104  0.08 0.079  0.157 0.062 0.101
Michoacan | 0.106 0.145  0.151 0.177 0273 0.115 0.172
Tamaulipas | 0.115 0.105  0.134 0.115 0284 0.14 0.129
S.L.Potosi | 0.061 0.107  0.096 0.109 0222 0.099 0.098
Guanajuato | 0.111 0.114  0.15 0.154 0254 0.117 0.156
Hidalgo 0.129 0.144  0.108 0.115 0233 0.141 0.129
Edomex 0.243 0.191  0.238 0.19  0.299 0.203 0.244
gge“er‘" 0.188 0.193  0.187 0.201 034 0.202 0.193
g‘l\j’“er‘" 0.151 0.125 0.146 0.125 021 0.145 0.181
Veracruz 0.089 0.13  0.134 0.121 0266 0.13 0.121
Puebla 0.076 0.082  0.081 0.087 0.197 0.078 0.092
Oaxaca-TE | 0.081 0.07  0.072 0.095 0208 0.091 0.097
Oaxaca-CU 0.121  0.07 0.103 0.179 0.07 0.088
Chiapas 0.434 0.102 0.077 0253 0.086 0.107
gi"(mp“he' 0.312  0.000 0.066 0.141 0.053 0.06
gi"{mpe“he' 0.553  0.000 0.077 0.155 0.073 0.087
Yucatan-BU | 0.434  0.000  0.000 0.000 0.13 0.222
Yucatan-TE | 0.553  0.000  0.077 0.000  0.000 0.084
Quintana- 0.340 0.508  0.381 0.641 0.508 0.641

Roo
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Appendix S3. Barplot from BAPS analysis performed with mitochondrial region (frnL—
trnF) for localities of Cucurbita moschata in Mexico. Proportion of individual per locality
assigned to each Cluster K = 7 (top). Proportion of individual per locality assigned to each
Cluster K = 2 (bottom). Localities are arranged according to altitude from lowlands to
highlands depicted with a black line.
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Appendix S4. Bayesian clustering assignment based on eleven nuclear microsatellite loci
amplified for Cucurbita moschata inMexico. A) Delta K values obtained by the Evanno’s
method (Evanno et al., 2005), testing K = 1 to K =7. B) Barplot from Structure analysis
depicting individual’s assignment for K = 2.
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Appendix SS. Discriminant analysis of principal components (DAPC) for 24 localities
of Cucurbita moschata in Mexico. Yucatan Peninsula localities (outlined) are well
differentiated from the rest of the samples.

57



Capitulo 2: GENETICA DE POBLACIONES COMPARADA Y ANALISIS
DE FLUJO GENETICO DE ESPECIES DOMESTICADAS DEL GENERO

Cucurhbita.

Articulo en preparacion: Juntas, pero no revueltas: Diferenciacion genética y tasas de
migracion de tres especies domesticadas del género Cucurbita (CUCURBITACEAE) en
México.

Este manuscrito esta estructurado de acuerdo con las directrices de la revista mexicana Botanical
Sciences y se plantea enviarse una vez que se hayan realizado las correcciones necesarias y se
cuente con la aprobacion de cada uno de los coautores. El objetivo fue estimar el flujo genético
entre especies domesticas del género Cucurbita. Se recopilaron, estandarizaron y utilizaron datos
de microsatélites nucleares de calabazas domesticadas en México: C. argyrosperma (Vega et al.,
2018), C. pepo (Castellanos-Morales et al., 2019) y C. moschata (Hernandez-Rosales et al.,
2020). Se identificaron cinco loci de microsatélites nucleares que son consistentes entre las tres
especies. Se obtuvieron los estadisticos clasicos de diversidad genética (P, 4, Ho, He, Fis). Los
valores de diferenciacion y estructura genética se calcularon con la distancia genética de Nei y se
realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA). Finalmente, para la estimacion de tasas de
flujo genético actual se consideraron dos modelos (global y local) y se utilizo6 el programa
BayesAss. Los valores de diversidad genética son congruentes con los reportes previos para cada
especie. Las especies se encuentran genéticamente bien diferenciadas. Las tasas de flujo genético
son bajas a nivel global y local entre las especies analizadas. El flujo genético no es un evento
significativo alin cuando los agricultores cultivan en conjunto distintas especies de calabaza
dentro de la misma milpa, por lo que el acervo genético de cada especie depositado en sus
variedades locales y razas criollas se conserva. No se descarta el uso de cruzas interespecifica con
fines de mejoramiento genético, sin embargo, la reproduccion en el futuro tiene que ser un

proceso controlado considerando las bases genéticas.

58



Articulo de investigacion.

Juntas, pero no revueltas: Diferenciacion genética y tasas de migracion de tres

especies domesticadas del género Cucurbita (Cucurbitaceae) en México.

Helena S. Hernandez-Rosales!, Gabriela Castellanos-Morales?, Guillermo Sanchez-de la

Vega!, Erika Aguirre-Planter!, Daniel Pifiero’, Rafael Lira-Saade* °y Luis E. Eguiarte!-.

Laboratorio de Evolucion Molecular y Experimental, Departamento de Ecologia
Evolutiva, Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito

Exterior s/n, Ciudad de México 04510, México.

2Departamento de Conservacion de la Biodiversidad, El Colegio de la Frontera Sur, Unidad

Villahermosa, Villahermosa, Tabasco, México.

*Departamento de Ecologia Evolutiva, Instituto de Ecologia, Universidad Nacional

Autonoma de México.

4 UBIPRO, Facultad de Estudios Superiores Iztacala, Universidad Nacional Autonoma de

Meéxico, Av. de los Barrios #1, Col. Los Reyes Iztacala, Tlalnepantla, Edo. de Mex, 54090,

México

>Autores de correspondencia: rlira@unam.mx, fruns@unam.mx

59



Resumen

Antecedentes: El uso de marcadores moleculares permite evaluar las tasas de migracion
entre especies y entre poblaciones. Dentro de los sistemas tradicionales de cultivo en
Meéxico, es comun encontrar mas de una especie domesticada de Cucurbita creciendo en la
misma temporada de cultivo. Se reconoce la existencia de flujo genético entre calabazas
domesticadas, sin embargo, pocos estudios han estimado las tasas de migracion y la

direccion del flujo genético entre estas.

Preguntas: ;Cuales son los niveles de diferenciacion entre las especies domesticadas
de Cucurbita? {Como es el flujo genético a nivel global y a nivel local entre especies

domesticadas de Cucurbita en México, y en qué direccion se dan con mayor intensidad?

Especies estudiadas: Cucurbita argyrosperma subesp. argyrosperma L., Cucurbita

moschata Duchesne, Cucurbita pepo subesp. pepo L.

Me¢étodos: Se estudio la diversidad genética de cinco loci de microsatélites nucleares de tres
especies de Cucurbita domesticadas. La diferenciacion genética entre taxa y a nivel local se
evalu6 con la medida de Gst y se implement6 un analisis de estructura genética. Se
estimaron las tasas de migracion reciente entre taxa y a nivel local implementando

inferencia bayesiana con el programa BayesAss.

Resultados: Los niveles de diversidad genética son relativamente altos en todas las especies
(He = 0. 357-566). Las tres especies se encuentran genéticamente bien diferenciadas (Gst=
0.457-0.508), con sefales de introgresion limitadas. Las tasas de flujo genético entre las
especies son bajas en ambas direcciones tanto a nivel global (m < 0.0161) y como a nivel

local (m < 0.0186).
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Conclusion: Aunque las especies estan aisladas genéticamente unas de otras, la presencia
de hibridos espontaneos apoya la posibilidad de llevar a cabo fertilizacion artificial con
fines de mejoramiento. El flujo genético entre especies, aunque moderado aparentemente
ha permitido conservar los acervos genéticos representados por las razas y variedades
locales. Las barreras naturales que evitan la introgresion intraespecifica entre especies de
calabazas podrian reducir la posible contaminacion de los transgenes de los cultivos

mejorados hacia las especies silvestres y variedades locales.
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Un organismo hibrido generalmente se define como la consecuencia de la fertilizacion
cruzada entre individuos que provienen de poblaciones o especies distintas y se pueden
distinguir en funcidon de uno o més caracteres heredables (Harrison, 1990) aunque en
algunos casos la Unica evidencia de la presencia de hibridos es a partir de individuos con
caracteristicas intermedias (Ellstrand et al., 1996). La hibridacion artificial ha sido
importante en el mejoramiento de cultivos y por ello ha sido estudiada con mayor
frecuencia en plantas que en animales desde el inicio de la domesticacion (Rieseberg,
1997). La hibridacion natural ha sido importante en la historia evolutiva de muchas plantas,
aunque es mas rara en animales (Dowling and Secor, 1997). El término introgresion se
refiere a la transferencia de genes entre poblaciones distintas (Rieseberg, 1997). Una de las
consecuencias evolutivas de la hibridacion e introgresion es el incremento de la diversidad
genética (Gonzales-Rodriguez, 2011). Detectar el grado de introgresion y la direccion del
flujo genético entre cultivos de distintas especies que coexisten muy cercanamente, s
fundamental para el manejo y mejoramiento de cultivos y para la conservacion de los

recursos fitogenéticos (Cerrato et al., 2020).

Cuando la hibridacién o introgresion suceden a bajas frecuencias en las poblaciones
naturales, la tnica forma practica de detectar estos eventos es a partir del analisis de la
variacion y estructura genética con el uso de marcadores moleculares (Gonzalez-Rodriguez,
2011). Una manera popular de inferir el grado de introgresion en términos de flujo genético
es a partir de la medida de diferenciacion genética F'st de Wright (Wright, 1965) y/o
estimando la tasa de migracion (m). La Fst evalua las diferencias las frecuencias alélicas
entre poblaciones (y por tanto la diferenciacion genética entre ellas). La tasa de migracion

(m) es la fraccion de individuos de una poblacion que migra (o transfiere sus genes) de otra
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poblacion y se puede usar para indicar la tasa de flujo genético en modelos de estructura
poblacional (Hamilton, 2009). La tasa de migracion y la Fsr se relacionan ya que la tasa a
la que un alelo se fija en una poblacion puede ser contrarrestada por el flujo genético que
llega de otras poblaciones a una tasa m (Wright, 1969). Estos factores, en genomas
diploides, llegan a un equilibrio, aproximando, Fsr~= Y4 (4 Nm + 1). Entonces, cuando la
Fst=1 es el maximo de la varianza en las frecuencias de alelos (no se comparten alelos
entre poblaciones), no hay flujo genético y las poblaciones son genéticamente totalmente
distintas. Por otro lado, cuando la Fst = 0 significa que no hay varianza en la frecuencia de
alelo (todas las poblaciones tienen exactamente las mismas frecuencias alélicas) o sea, las
poblaciones son idénticas u homogéneas y el flujo genético es constante. En términos
generales, si Fst # 0 se sugiere que hay flujo genético. Sin embargo, una desventaja de esta

medida es que no permite detectar la direccion de migracion de alelos entre poblaciones.

Entre los cultivos mas valorados a nivel mundial se encuentran las especies de
plantas domesticadas de la familia Cucurbitaceae que incluye, por mencionar algunos, al
melén (Cucumis melo L.), a la sandia (Citrullus lanatus Thunb.) y a las calabazas
(Cucurbita L. spp.) (Chomicki et al., 2019). El género Cucurbita se considera como uno de
los géneros con mayor diversidad morfoldgica (especialmente en sus frutos) dentro de las
angiospermas (Bisognin, 2002) y comprende alrededor de 20 taxa nativos de Américay la
mayor parte se distribuyen en México (Paris, 2016). Este género destaca entre las
cucurbitaceas por incluir el mayor numero de especies domesticadas: C. pepo L., C.
argyrosperma K. Koch subesp.argyrosperma, C. maxima Duchesne, C. ficifolia Bouché

y C. moschata Duchesne (Paris, 2016; Castellanos-Morales et al., 2018).
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En México, las calabazas se cultivan tradicionalmente en los sistemas agricolas
tradicionales de origen Mesoamericano denominados “milpas” (Hernandez Xolocotzi,
1988). Estas calabazas se siembran en asociacion con maiz (Zea mays L.) principalmente,
pero también pueden estar acompafadas de frijoles (Phaseolus L. spp.) y chiles (Capsicum
L.), entre otras especies de plantas (Lozada-Aranda et al. 2017). De la misma manera, es
comun que dentro del mismo agroecosistema se siembren variedades locales de mas de una
especie de calabaza, incluso en la misma temporada de cultivo (p. ej., C. argyrosperma
subesp. argyrosperma—C. moschata; C. pepo subesp. pepo—C. moschata) (Montes-

Hernandez and Eguiarte, 2002; Montes-Hernandez et al., 2005).

Todas las especies de calabazas, incluyendo los taxa silvestres, son diploides y
cuentan con 20 pares de cromosomas (2n = 40) (Whitaker and Davis, 1962). Son plantas
monoicas auto-compatibles, y se considera que son polinizadas principalmente por especies
de abejas especialistas, pertenecientes principalmente a los géneros Peponapis spp.

y Xenoglossa spp. (Hurd et al., 1971). También puede ser polinizadas por otras abejas,
incluyendo las Apis mellifera (Lira, 1995; Lira et al., 2016). En general las especies de
calabazas estan aisladas reproductivamente unas de las otras (Paris, 2016). Sin embargo, la
relacion de compatibilidad genética entre los cinco taxa domesticados ha sido estudiado
ampliamente (Whitaker, 1951; Merrick, 1990; Lira, 1995) y se ha demostrado la presencia

de hibridos potencialmente fértiles (Whitaker and Bemis, 1964; Cruz-Reyes et al., 2015).

En México se han reportado cruzas espontaneas entre variedades locales de distintas
especies de calabazas domesticadas (Decker-Walters et al., 1990). Los experimentos de
cruzas artificiales indican que existe elevada probabilidad de obtener individuos hibridos y

que el éxito de las cruzas dependera en gran medida del cruce de los genotipos parentales y
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la porcidn de la variacion (cultivares, razas o variedades regionales, ecotipos de las especies
silvestres, etc.) que se utilice de cada una de ellas (Lira, 1995; OECD, 2012). El estudio de
cruzas confirma la estrecha relacion entre las especies domesticadas C. moschata, C.

argyrosperma y revalida la idea de un ancestro en comutn con C. pepo (Lira, 1995).

La obtencion de hibridos es un mecanismo importante para el mejoramiento de
cultivos enfocado en produccion y calidad de frutos. Sin embargo, uno de los principales
objetivos de estos experimentos y como ocurre con muchos otros géneros que incluyen
especies cultivadas, es la posibilidad de transferir resistencia a enfermedades a las especies
domesticadas (Lira, 1995). De hecho, ya se han generado algunos hibridos con este fin. Por
ejemplo, se ha transferido la resistencia al powdery mildew —una enfermedad causada por
hongos— a C. pepo subesp. pepo desde las especies silvestres C. lundelliana 'y C.
okeechobeensis subesp. martinezii empleando a C. moschata como intermediario (Paris and

Cohen, 2002), entre otras hibridaciones (Maluf et al., 1997; Matos et al., 2013).

Pocos estudios han estimado el flujo genético entre distintas especies domesticadas
de calabaza en México dentro de los sistemas tradicionales de policultivos (Montes-
Hernandez and Eguiarte, 2002; Gonzalez et al., 2010). La direccion y la intensidad de
migracion entre taxa, no solo en calabazas, sino en otras especies dentro de sistemas
agricolas tradicionales también ha sido poco estudiada. Los objetivos del presente trabajo
son: (1) Analizar de manera integral los niveles de diversidad y estructura genética con
datos de microsatélites nucleares de tres especies domesticadas de Cucurbita (C. pepo
subesp. pepo, C. argyrosperma subesp. argyrosperma 'y C. moschata), cultivadas en todo
Meéxico. (2) Estimar la diferenciacion genética entre taxa en dos niveles: global y local y (3)

Evaluar la tasa y direccion de migracion entre especies, asi como a nivel local.
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Materiales y métodos.

Especies estudiadas. De las cinco especies de calabazas domesticadas, C. pepo subesp.
pepo, C. argyrosperma subesp. argyrosperma'y C. moschata sobresalen por su importancia
econdmica y alimenticia en México (Montes-Hernandez et al., 2005; Chomicki et al.,
2019). La evidencia arqueobotanica, junto con diversos estudios moleculares y la amplia
diversidad de variedades locales indican que México es centro de domesticacion y/o
diversificacion de estas especies (Whitaker et al., 1957; Smith, 1997; Kates et al., 2017;
Castellanos-Morales et al., 2018, 2019; Sanchez-de La Vega et al., 2018; Hernandez-

Rosales et al., 2020).

Cucurbita argyrosperma subesp. argyrosperma, cominmente conocida como
calabaza pipiana en México, es apreciada por el uso de sus semillas en la gastronomia
mexicana (Lira, 1995; Villanueva, 2007). La distribucion de este taxa comprende desde el
suroeste de Estados Unidos, casi todo México hasta Centro América (OECD, 2012).
Contrario a otras calabazas domesticadas, su cultivo fuera de América es limitado, por lo
que se considera que su produccion se da principalmente a nivel local en cultivos de
temporada (Lira, 1995). La variacién mas importante que se observa en esta especie se
encuentra en la gran diversidad en tamafio, forma y color de sus semillas entre los cultivos
locales (Sanchez-de la Vega et al., 2018). Esta especie es importante en la agricultura local
de México, donde las variedades locales se seleccionan y conservan de manera tradicional
(Lira, 1995). Lo frutos de esta especie, en contraste con el resto de las especies
domesticadas, son poco apreciados por su pulpa, lo que limita su cultivo a nivel global. Sin
embargo, en los Estados Unidos se han desarrollado algunos cultivares comerciales
(OECD, 2012).
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Cucurbita moschata, mejor conocida como calabaza de castilla es la segunda
especie con mayor diversidad morfologica del género (después de C. pepo) y es cultivada
ampliamente en distintas regiones a nivel mundial (OECD, 2012; Paris, 2016). El amplio
rango de distribucion de esta especie y su adaptacion a distintas condiciones ecologicas se
debe a la exitosa historia evolutiva de sus cultivares (Lira, 1995; Hernandez-Rosales et al.,
2019). En Mesoamérica, sus variedades y razas locales son comiinmente cultivadas, en
asociacion con otras especies de calabazas en las milpas, especialmente junto con su
especie cercana C. argyrosperma subesp. argyrosperma (Lira, 1995). En México representa
un importante recurso fitogenético, debido a la gran diversidad de razas locales existente en
esta area y al extenso uso de sus flores, frutos y semillas (Paris, 2016; Hernandez-Rosales,

et al., 2020).

Cucurbita pepo subesp. pepo es la especie con mayor diversidad morfologica y
nimero de variedades comerciales desarrolladas a nivel global para su consumo como
verdura y dada su gran importancia econdmica a nivel mundial, es la especie mas estudiada
del género (Paris, 2016; Eguiarte et al., 2018; Castellanos-Morales et al., 2019; Chomicki et
al., 2019). Los restos arqueoldgicos mas antiguos (~9,500 afios) han sido encontrados en
Meéxico y los estudios moleculares més recientes apuntan a esta region como el centro de
domesticacion de esta especie (Castellanos-Morales et al., 2019). En México es comun
encontrarlas en monocultivos extensivos, sin embargo, su cultivo también se mantiene en
agroecosistemas tradicionales, y se presenta una gran diversidad entre sus variedades

locales (Lira, 1995).
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137  Obtencion de los datos

138  Se analizaron bases de frecuencias alélicas estimadas a partir de marcadores de

139  microsatélites nucleares de las tres especies de estudio (Sanchez-de la Vega et al., 2018;
140  Castellanos-Morales et al., 2019; Herndndez-Rosales et al., 2020) (Fig. 1; Apéndice 1).
141  Para esto, se estandarizoé la lectura del tamafio alélico de los microsatélites en las tres bases
142 de datos a partir de sus electroferogramas. Estos datos provienen del Laboratorio de

143 Evolucién Molecular y Experimental del Instituto de Ecologia de la Universidad Nacional
144 Auténoma de México (UNAM) y forman parte del proyecto CONABIO nim. KE004

145  “Diversidad genética de las especies de Cucurbita en México e hibridacion entre plantas

146  genéticamente modificadas y especies silvestres de Cucurbita’.

147  Estimacion de frecuencias alélicas y analisis de variacion genética.

148  Para evaluar los niveles de diversidad y los patrones de estructura genética global de las
149  tres especies de estudio: (/) se eligieron solo aquellas poblaciones muestreadas de cada

150  especie que correspondieran a variedades locales y/o razas criollas; (2) todas las localidades
151  muestreadas de cada especie se consideraron como un solo grupo de datos y (3) se

152 seleccionaron aquellos loci de microsatélites nucleares que fueran compartidos entre las

153  tres especies (Figura 1; Apéndice 1).

154 Las frecuencias alélicas fueron estimadas por conteo directo. La prueba exacta de
155  equilibrio Hardy-Weinberg de cada locus se llevo a cabo con el programa GenoDive

156  version 3.01 (Meirmans and Van Tienderen, 2004). También con este programa se

157  obtuvieron los estadisticos basicos: heterocigosis esperada (HE), heterocigosis observada

158  (Ho), coeficiente de endogamia (Gis) y nimero efectivo de alelos (4). El nimero de alelos
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179

privados por especie se calculd con la libreria de R PopGenReport (Adamack and Gruber,

2014).

Diferenciacion y estructura genética.

Se determino la diferenciacion genética entre taxa con la distancia genética de Nei (D, Nei,
1978) con el programa GenoDive. También con GenoDive, se realizé un analisis de
varianza molecular (AMOVA) para determinar los porcentajes de variacion dentro y entre
taxa. Se evaluo la estructura genética entre y dentro de cada taxon con el programa
Structure version 2.2 (Pritchard et al., 2000). Considerando la ancestria en comun que
comparten las tres especies y los reportes de fertilizacion cruzada entre taxa, se utilizé un
modelo de frecuencias alélicas independientes y un modelo de ancestria de admixture
(mezcla). La prueba final se llevo a cabo con una longitud de 500,000 burn-in 'y 1 millon de
Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). Se probaron de 1-12 grupos genéticos (K) con
15 repeticiones para cada uno. Para complementar la identificacion de grupos genéticos que
reflejan los datos se realizé un analisis discriminante de componentes principales (DAPC)

(Jombart et al., 2010) implementado en la libreria de R “adegenet” (Jombart, 2008).

Estimacion de tasas de flujo genético interespecifico reciente.

Se estimaron las tasas de migracion, considerando dos modelos: global y local. La tasa de
migracion global se estimé entre las tres especies de estudio. Para estimar las tasas de

migracion a nivel local, se eligieron cinco pares de localidades en las que se colectaron en
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la misma temporada de siembra dentro de la misma milpa a C. argyrosperma subesp.
argyrosperma 'y C. moschata (Tabla 2). Se utiliz6 el programa BayesAss version 1.3
(Wilson and Rannala, 2003). Este método Bayesiano calcula la probabilidad posterior de la
ancestria migrante de cada individuo, la frecuencia alélica y el coeficiente de endogamia de
cada poblacion a partir de repeticiones de MCMC. Para cada grupo de datos se corrieron en
total 100x10° iteraciones de MCMC y se descartaron las primeras 10x10° iteraciones

como burn-in. Para determinar adecuadamente los valores de delta para la tasa de
migracion (m), frecuencias de alelos (a) y coeficiente de endogamia (f) de cada
comparacion, se probaron distintos valores hasta alcanzar los porcentajes de aceptacion
recomendados por los autores del programa (para m entre 20%—60%; para a y f entre 65%—
76%). Se compard la convergencia de la corrida final de cada prueba con el programa
Tracer version 1.7 (Rambaut et al., 2018). Los valores finales de m, a, /'y de los porcentajes
de aceptacion de cada valor para la prueba global y las pruebas locales se encuentran en el

Material Suplementario (Tabla S1).

Resultados.

Diversidad genética.

Solo cinco loci de microsatélites nucleares se comparten entre las tres especies.
(CMTm120, CMTm11, CMTp193, CMTm54, CMTp88 (Gong et al., 2008)), los cuales se
utilizaron para estimar los estadisticos basicos de diversidad genética. Se obtuvieron 105
alelos para el total de la muestra: el 60% corresponde a alelos privados (63 alelos) y el

11.42% (12 alelos) corresponde a alelos compartidos entre todas las especies. Los taxa que
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comparten menos alelos son C. argyrosperma subesp. argyrospermay C. pepo subesp.

pepo (8 alelos; Figura 2).

La riqueza alélica y el nimero de alelos privados fueron considerablemente mas
altos para C. pepo subesp. pepo (A = 3.18; A.P. = 35), mientras que lo valores de C.
moschata (A =1.96; A.P. =15) y C. argyrosperma subesp. argyrosperma (4 =1.72; A.P. =
13) son relativamente similares (Tabla 1 y Figura 2). En términos de diversidad genética
(Hg), se mantiene el mismo patrén entre las especies (C. pepo subesp. pepo = 0.566; C.
moschata = 0.431 y C. argyrosperma subesp. argyrosperma = 0.357) (Tabla 1). Los tres

taxa presentaron valores significativos de deficiencia de heterdcigos (Tabla 1).

Diferenciacion y estructura genética.

Los tres taxa estan genéticamente bien diferenciados (Tabla 2). Las especies con mayor
diferenciacion genética son C. argyrosperma subesp. argyrospermay C. pepo subesp. pepo
(Gst = 0.508), mientras que las especies menos diferenciadas son C. moschata 'y C. pepo
subesp. pepo (Gst = 0.457). El andlisis de varianza molecular muestra que el mayor
porcentaje de variacion se explica entre taxa (85.3%; Tabla S2). El nlimero 6ptimo de
grupos genéticos de acuerdo con el andlisis de Structure es K =3 (/n(P) =-10365.5). La
mayoria de los individuos de cada una de las especies fue asignado a un grupo genético
distinto (verde = C. argyrosperma subesp. argyrosperma; azul = C. moschata; rojo = C.
pepo subesp. pepo; Figura 3). Dentro de cada uno de los grupos genéticos, se pueden
apreciar individuos hibridos. Al menos 13 individuos identificados del grupo verde (C.

argyrosperma subesp. argyrosperma) tienen en su composicion genética alrededor de un
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10% del grupo genético azul (C. moschata) y por lo menos un individuo parece estar mal
identificado taxondmicamente. Para el caso del grupo genética azul (C. moschata) dos
individuos parecen estar mal identificados taxondmicamente, y alrededor de 17 individuos
tiene un 10% su composicion genética asignada a los otros dos grupos. En el caso del grupo
rojo (C. pepo subesp. pepo) también hay evidencias de individuos mal identificados
taxonémicamente, y en contraste con los grupos anteriores, pocos individuos presentan
sefales de mezcla hibrida (Fig. 3). El analisis de DAPC apoya que cada una de las especies
conforma un grupo bien definido (Fig. S1). Ambos analisis muestran sefiales de

introgresion entre los tres taxa.

Tasas de flujo genético reciente entre taxa.

El analisis global de migracion sugiere que cierto flujo genético ocurre o ha sucedido entre
las tres especies, sin embargo, la fraccion de migrantes es bajo en todos los casos (Tabla 3;
Fig. 4). La tasa de migracion total para cada especie se calculdé como 1- la proporciones de
no migrantes. El valor mas alto corresponde a C. pepo subesp. pepo (m = 0.0254), seguida
de C. moschata (m = 0.0178) y finalmente la tasa total de migracion mas baja es la de C.

argyrosperma subesp. argyrosperma (m = 0.0172) (Fig. 4).

La mayor tasa de migracion, también estimada con BayesAss, sucede de C.
moschata a C. pepo subesp. pepo (m = 0.0161), seguida de C. pepo subesp. pepo a C.
argyrosperma subesp. argyrosperma (m = 0.0121) y de C. pepo subesp. pepo

a C. moschata (m = 0.0105). La tasa de migracion estimada entre las especies cercanas C.
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argyrosperma subesp. argyrosperma 'y C. moschata resultd ser baja en ambas direcciones

(m = 0.0051-0.0073) (Tabla 3).

Tasas de flujo genético reciente entre C. argyrosperma subesp. argyrosperma'y C.

moschata a nivel local.

El flujo genético estimadas con BayesAss dentro de cada una de las cinco localidades
donde se cultivan simultdneamente C. argyrosperma subesp. argyrosperma'y C. moschata
se mantiene en ambas direcciones y en términos generales las tasas de migracion son bajas
(mx=0.0165-0.0154; Tabla 4). La localidad en la que se estimd un mayor flujo genético
entre estas dos especies fue la de Ometepec, Guerrero donde la tasa de migraciéon de C.
argyrosperma subesp. argyrosperma a C. moschata es de 0.0186; mientas que la tasa de C.
moschata a C. argyrosperma subesp. argyrosperma fue de 0.0197 (Tabla 4). La localidad
con la menor la tasa de flujo genético fue de Cojumatldn, Michoacan, en donde la tasa de C.
argyrosperma subesp. argyrosperma a C. moschata es de 0.0148 y de C. moschata a C.
argyrosperma subesp. argyrosperma es de 0.0141 (Tabla 4). En estas poblaciones donde
se cultivan las dos especies, promedio se estim6 mayor migracion de C.

argyrosperma subesp. argyrosperma a C. moschata (m = 0.0162) que al contrario (m =

0.1300).

Discusion.

Diversidad genética y endogamia.
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Los microsatélites nucleares son altamente polimoérficos (Goldstein et al., 1995) y aunque
para este estudio se analizaron pocos marcadores se consigui6 estudiar la diversidad
genética dentro y entre las especies domesticadas del género Cucurbita. E1 nimero efectivo
de alelos privados es una medida que reflejan que tan distinta es una especie respecto a otra
(Kalinowski, 2004). En relacion a esta medida, C. pepo subesp. pepo es mas distinta (35
alelos privados) respecto a C. moschata y C. argyrosperma subesp. argyrosperma. Que
esta especie tenga mas alelos privados puede deberser a: (/) el linaje al cual petenece
divirgié antes (1.3 Ma; Castellanos-Morales et al., 2018) que el linaje al cual pertenecen las
especies hermanas C. moschata 'y C. argyrosperma argyrosperma subesp. argyrosperma
(1.06 Ma; Castellanos-Morales et al., 2018) por lo que ha tenido mas tiempo para acumular
un mayor nimero de varienates. (2) Los microsatélites analizados fueron disefiados para C.
pepo'y C. moschata (Gong et al., 2008) y se espera que detecten mas alelos para estas

especies.

Por otro lado, los alelos compartidos entre pares de especies y entre todas ellas
puede deberse a: (1) Ancestria, las especies del mismo género que estan estrechamente
relacionadas (como es el caso especies hermanas C. moschata y C. argyrosperma subesp.
argyrosperma) comparten mas alelos porque provienen de un ancestro en comun. (2)
Homoplasia. Las especies que pertenecen al mismo genéro pero no estan estrechamente
relacionadas comparten estados alélicos sin que estos lo sean por ancestria (Hamilton,

2009).

Nuestro andlisis comparativo usando los mismos loci, demuestra que C.
pepo subesp. pepo y sus variedades locales que se cultivan en México presentan la mayor

diversidad genética respecto a las variedades de C. moschata y C. argyrosperma subesp.
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argyrosperma. La alta diversidad de variedades locales en México y Guatemala de C.

pepo subesp. pepo ya habia sido descrita anteriormente en otros estudios (Enriquez et al.,
2018; Castellanos-Morales et al., 2019). Hasta el momento C. pepo subesp. pepo parece ser
el taxa domesticado con mayor diversidad genética del género Cucurbita. Contrario a

lo reportado por Sanchez-de la Vega et al. (2018) quienes analizaron a C. a. subesp.
argyrosperma (Hg = 0.410; nueve loci) y Hernandez-Rosales et al. (2020) que estudiaron a
C. moschata (He = 0.395; 11 loci ), en este estudio, usando solo cinco loci de microsatélies,
la diversidad genética de C. moschata (Hg = 0.430) resulté mayor a la de C. a. subesp.
argyrosperma (Hg = 0.357). Lo anterior puede atribuirse tanto al nimero y cuales
microsatélites que se usaron para evaluar la diversidad, ya que estos marcadores fueron
disefiados para C. pepo y C. moschata (Gong et al., 2008) y no son los mas variables para
la subesp. argyrosperma, como lo reportaron Sanchez-de la Vega y colaboradores (2018).
En términos generales, las tres especies analizadas presentan niveles de intermedios a altos
de diversidad genética respecto a lo que comtiinmente se espera en estudios de

microsatélites para plantas anuales (Hg = 0.46) (Nybom, 2004).

La alta diversidad genética de las calabazas que se cultivan en México que
reportamos en este trabajo concuerda con las principales fuentes de evidencia para
determinar los centros de domesticacion y diversificacion (Zohary, 1999). Los trabajos de
filogenias moleculares, registros arqueobotanicos, la presencia de parientes silvestres, la
amplia variedad de razas criollas y nuestros resultados apoyan el supuesto de que México
es centro de domesticacion y diversificacion de estas especies de Cucurbita (Lira, 1995;
Smith, 1997; Bisognin, 2002; Sanjur et al., 2002; Paris, 2012; Castellanos-Morales et al.,

2019; Kates et al., 2017 y otros) .
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Las tres especies analizadas presentaron niveles significativos de endogamia
(promedio Fis = 0.298; Tablal). Nuestros resultados son congruentes con lo reportado en
los estudios previos (Sanchez-de La Vega et al., 2018; Castellanos-Morales et al., 2019;
Hernéndez-Rosales et al., 2020). La endogamia es una via utilizada para fijar caracteres
fenotipicos favorables en las especies domesticadas y proceso en el cual los agricultores
resguardan, promueven, seleccionan y controlan los procesos reproductivos de unos pocos
individuos (Casas y Parra 2016) (Clawson, 1985; Altieri and Merrick, 1987). No obstante,
la deficiencia de heterocigos en cada taxa podria deberse al efecto Wahlund (Wahlund,
1928), pues cada conjunto de datos por especie esta representado por localidades y parcelas
distintas, asi cada una de ellas al presentar diferencias en sus frecuencias alélicas generan
estructura genética dentro de cada taxa. Ademas, tanto en C. argyrosperma subesp.
argyrosperma 'y C. moschata se ha reportado una importante diferenciacion genética entre
las calabazas cultivadas en el sureste de México y las cultivadas en el resto del pais

(Sanchez-de la Vega et al. 2018; Herndndez-Rosales et al. 2020).

Diferenciacion, estructura y flujo genético global.

A fin a los valores de distancia genética de Nei con isoenzimas reportados por Montes-
Hernéndez y Eguiarte (2002) en localidades de un area pequena de Jalisco (Fst‘s= 0.122—
0.301), nuestros resultados con loci de microsatélites nucleares también muestran que los
tres taxa analizados se encuentran altamente diferenciados (Gst= 0.457—0.508). Nuestros
resultados de AMOVA son congruentes con la diferenciacion genética encontrada entre

taxa, ya que mas del 85.3% de la variacion se debe a las diferencias entre especies. Las
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sefales de diferenciacion entre especies cultivadas de Cucurbita es congruente con lo que
reportd Ceron-Gonzales et al. (2010) utilizando marcadores moleculares de tipo RAPD

(Gst=0.770).

Como cada especie fue considerada una sola poblacion , el andlisis de estructura
genética y DAPC identificé claramente a cada taxa como un grupo genético bien definido.
Sin embargo, en ambos analisis se puede observar que hay algunos individuos de C.
moschata que se asemejan a C. p. subsp. pepo y otros un poco a C. a. subsp argyrosperma,
y de la misma manera algunos individuos de C. a. subsp. argyrosperma se asemejan a C.
moschata 'y C. pepo (Figura S1). Para aseverar que los patrones observados son
consecuencia de la hibridacion entre especies se debe explorar y eliminar la posibilidad de

una clasificacion incompleta de linajes (Zhou et al., 2017).

Los histogramas mayores a K = 4 (resultados no mostrados) muestran sefiales de
estructura genética al interior de cada especie, congruente con lo se ha reportado
anteriormente (Hernandez-Rosales et al., 2020; Sanchez-de la Vega et al., 2018;
Castellanos-Morales et al., 2019). Ademas, las bajas tasas de flujo genético, también al
considerar a cada especie como una poblacion, son mas bajas de lo que se ha reportado para

estas especies con isoenzimas en un Jalisco(Montes-Hernndez y Eguiarte, 2002).

Nuestros resultados confirman que las especies estan aisladas una de otras ya que
presentan poco flujo genético y se encuentran genéticamente bien diferencias (OECD,
2012). De acuerdo a nuestro analisis global de estructura genética no podemos descartar la

presencia de hibridos espontaneos. Sin embargo, existe una alta probabilidad que los frutos
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hibridos no sean fértiles y en caso de tener semillas bien desarrolladas estas no seas viables

(Lira, 1995).

Los resultados obtenidos en este estudio, corroboran de manera indirecta los niveles
de la compatibilidad entre las especies de Cucurbita descrita por (Whitaker and Bemis,
1964), Lira (1995) y Lebeda (2006). Estos autores proponen que las relaciones de
compatibilidad, la cantidad y frecuencia de flujo genético esta mediada por el acervo
genético primario (p. €j. entre subespecies), secundario (p. ¢j. entre especies hermanas), y
terciario (p. ej. especies del mismo género més alejadas genéticamente). Es decir, cada una
de las especies estudiadas se cruzaran mas facilmente con su acervo genético primario, que
con el acervo secundario y en menor medida con el terciario. (i) C. pepo subesp. pepo tiene
mayor facilidad de producir hibridos con los diversos cultivares (comestibles y
ornamentales) y con los taxa silvestres mas relacionados (subesp. fraterna y subesp. ovifera
var. texana y var. ozarkana), mientras que solo hasta el segundo nivel tiene compatibilidad
con otras especies domesticadas como C. moschata'y C. argyrosperma subesp.
argyrosperma. (ii) C. argyrosperma subesp. argyrosperma produce facilmente hibridos con
su pariente silvestre C. argyrosperma subesp. sororia, en un segundo nivel con C.
moschata y hasta un tercer nivel (mucho mas limitado) con C. pepo. Finalmente, (iii) C.
moschata mantiene la relacion anterior, es decir, puede producir hibridos relativamente
facilmente con C. argyrosperma (acervo genético secundario) y en menor medida con C.

pepo (Whitaker and Bemis, 1964).

Desafortunadamente, el muestreo de nuestro analisis carece de las condiciones
adecuadas para realizar inferencias mas sofisticadas sobre el flujo genético e introgresion

entre estas especies. La distancia geografica entre los sitios de colecta de cada especies es
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mucho mas amplia que el rango de movilidad de los principales polinizadores Xenoglosa

y Peponapis (~0.7 Km) (Kohn and Casper, 1992), aun cuando estos insectos son muy
eficientes al mover grandes cantidades de polen y favorecen el entrecruzamiento,
comunmente se encuentran en bajas densidades (Enriquez et al., 2018). Finalmente,
experimentos de cruzas artificiales reportados en la literatura han demostrado que existen
mecanismos naturales para evitar la introgresion entre los taxa cultivados como las barreras

pre-cigoticas y post-cigoticas (Lebeda et al. 20006).

Flujo genético a nivel local.

Nuestros datos confirman que el cultivo en conjunto de C. argyrosperma subesp.
argyrosperma 'y C. moschata en México es frecuente en el mismo agroecosistema y en la
misma temporada incluso en comunidades no reportadas anteriormente.(Montes-Hernandez

et al., 2005).

Contrario a Montes-Hernandez y Eguiarte (2002), quienes reportaron niveles
moderados de introgresion entre estas especies utilizando isoenzimas (N.m s= 5.74-11.54),
las tasas de flujo genético en las cinco localidades que se evaluron en este estudio con loci
de microsatélites nucleares son bajas (Nm = 1.72-2.54). Como se menciono anteriormente,
en ambos casos la especie contraria representa el segundo nivel de acervo genético, por lo
que nuestros resultados respaldan el supuesto que, incluso a nivel local, es poco probable la
generacion de hibridos espontaneos (Lira, 1995; Lebeda et. al., 2006). Aunque son taxa
estrechamente relacionados, la fenologia de floracion es muy parecido y su distribucion en

México es simpatrica, la incompatibilidad genética, las barreras pre-cigoticas y post-
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cigdticas (y otros factores probablemente aun no descritos), permiten mantener el
aislamiento reproductivo (Lira, 1995). Sin embargo, esto ultimo ha sido investigado poco

en las especies del género Cucurbita lo que abre un campo de estudio.

Conservacion de los recursos genéticos de Cucurbita en México.

Las variedades criollas de especies domesticadas del género Cucurbita que se siembran de
forma tradicional en México representan un importante recurso y reservorio de diversidad
genética. El poco flujo genético entre especies permite conservar los acervos genéticos de
cada especie. Las barreras naturales que impiden altos niveles de introgresion
intraespecifica son una gran ventaja para evitar la posible contaminacion de los transgenes

de los cultivos mejorados hacia las especies silvestres.

Experimentos de fertilizacion artificial (Whitaker and Bemis, 1964; Kirkpatrick and
Wilson, 1988; Maluf et al., 1997; Brown et al., 2003) demuestran que es relativamente facil
obtener hibridos con fines de mejoramiento genético asociado a la transferencia de
resistencia a enfermedades. No obstante, para que los programas de hibridacion
intraespecificos sean exitosos, los cruzamientos deben llevarse a cabo mayormente con los

reservorios genéticos primarios y secundarios de cada especie (Lira, 1995).
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Tablas.

Tabla 1. Estadisticos de diversidad genética para cinco loci de microstélites nucleares de

tres especies domesticadas de Cucurbita (n = tamafio de muestra; NPop = nlimero de

poblaciones por muestra; A = riqueza alélica rarefaccionada; A. P. = alelo privados; Ho =

heterocigosis observada; Hg = heterocigosis esperada; Gis= coeficiente de

endogamia; Nm = tasa de migracion en el equilibrio promedio dentro de cada especie; *p <

0.05).
n NPob | A4 A.P. Ho Hg Gis Nm
scﬁb"ersifr;jgfo”;;ma 322 19 1.72 13 0274 |0.357 | 0.232% 1.72
C. moschata 446 24 1.96 15 0.291 |0.43 0.324* 1.78
C. pepo subesp. pepo | 291 13 3.18 35 0375 |0.566 |0.337% | 2.54
Y=1059 |Y=36 |x=1.90 |S=63 |x=0.314 | x=0.451 | %=0.305*

Tabla 2. Diferenciacion genética (Gsr) entre pares de taxa domesticados del género

Cucurbita estimada a partir de cinco loci de microsatélites (** = p < 0.05).

C. argyrosperma subesp.

C. moschata

pepo

argyrosperma
C. moschata 0.502%*
C. pepo SubeSp- 0.508** 0.457%*
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Tabla 3. Tasas de flujo genético reciente entre taxa (modelo global), estimadas con

BayesAss. Los valores en negrita indican la fraccion de individuos que permanecen dentro

de la muestra, el resto de los valores indican las proporciones de migrantes (m = tasa de
migracion) con cada una de los taxa. La desviacion estandar de la distribucion posterior

marginal para cada estimacion se muestra entre paréntesis ( = s. d.).

Migra de:

C. argyrosperma

C. pepo

Migra a: subesp. C. moschata
subesp. pepo
argyrosperma

C. argyrosperma 0.9828 0.0051 0.0121
subesp. argyrosperma (0.0041) (0.0023) (0.0035)
C moschata 0.0073 0.9822 0.0105
' (0.0024) (0.0036) (0.0027)
0.0093 0.0161 0.9746
C. pepo subesp. pepo (0.0033) (0.0042) (0.0052)
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Tabla 4. Tasas de flujo genético entre C. argyrosperma subesp. argyrosperma'y C.

moschata de cinco localidades en México, estimadas con BayesAss. Los valores en negrita

indican la proporcion de migrantes de cada especie. La desviacion estandar de la

distribucion posterior marginal para cada estimacion se muestra entre paréntesis ( * s. d.).

Migra de:

C. argyrosperma

Migra a: C. moschata | Localidad
subesp. argyrosperma
C. a. subesp. argyrosperma 0.9854 0.0146
(0.0138) (0.0138)
Coahuila CCC
C. moschata 0.0152 0.9848
' (0.0142) (0.0142)
C. a. subesp. argyrosperma 0.9803 0.0197
- ' (0.0185) (0.0185)
Guerrero Ometepec
C. moschata 0.0186 0.9814
' (0.0177) (0.0177)
C. a. subesp. argyrosperma 0.9849 0.0151
- ' (0.0145) (0.0145)
Oaxaca Tehuantepec
C. moschata 0.0172 0.9828
' (0.0165) (0.0165)
C. a. subesp. argyrosperma 0.9863 0.0137
- ' (0.0130) (0.0130)
Yucatan Buctzotz
C. moschata 0.0151 0.9849
' (0.0145) (0.0145)
C. a. subesp. argyrosperma 0.9860 0.0140
- ' (0.0135) (0.0135)
Yucatan Temozén
C. moschata 0.0164 0.9836
' (0.0159) (0.0159)
% =0.0165 £=0.0154
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indice de figuras.

Figura 1. Mapa de distribucion de las localidades analizadas de las variedades locales de
tres taxa domesticados del género Cucurbita (ver Apéndice 1). Los circulos punteados de
C. moschata 'y C. argyrosperma subesp. argyrosperma indican las localidades en las que se
llevo a cabo los andlisis de migracion a nivel local: 1) Coahuila CCC, 2) Guerrero
Ometepec, 3) Oaxaca Tehuantepec, 4) Yucatan Buctzotz y 5) Yucatan Temozon. A la
derecha se muestra parte de la diversidad morfoldgica de las variedades locales que crecen
en México: A) C. argyrosperma subesp. argyrosperma, B) C. moschata 'y C) C.

pepo subesp. pepo.

Figura 2. Diagrama de Venn de alelos compartidos de cinco loci de microsatélites de tres
taxa domesticados de Cucurbita en México. Al interior del diagrama el nimero de alelos
compartidos entre todas las especies. En la parte intermedia se muestra el nimero de alelos
compartidos entre cada par de taxa. Al exterior el numero de alelos privados para cada

especie.

Figura 3. Analisis de Structure (K = 3) usando cinco loci de microsatélites. . Cada taxa
analizado esta representado por un grupo genético bien diferenciado (verde = C.

argyrosperma subesp. argyrosperma; azul = C. moschata, rojo = C. pepo subesp. pepo).

Figura 4. Tasas de flujo genético reciente entre taxa domesticados de Cucurbita en
México, estimadas con BayesAss. El valor al centro de los circulos indica la tasa de
migracion de cada especie (m) calculado como 1 — la proporcion de no migrantes. Las

flechas indican la direccion del flujo genético entre taxa. Los valores indican la proporcion
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de migrantes y la desviacion estandar de la distribucion posterior marginal para cada

estimacion se muestra entre paréntesis ( =+ s. d.).
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@ Cucurbita a. ssp. argyrosperma
3k Cucurbita moschata
B Cucurbita pepo ssp. pepo e

Figura 5. Mapa de distribucion de las localidades analizadas de las variedades locales de tres taxa
domesticados del género Cucurbita (ver Apéndice 1). Los circulos punteados de C. moschata'y C.
argyrosperma subesp. argyrosperma indican las localidades en las que se llevo a cabo los analisis
de migracion a nivel local: 1) Coahuila ,CCC, 2) Guerrero, Ometepec, 3) Oaxaca, Tehuantepec, 4)
Yucatan, Buctzotz y 5) Yucatan, Temozon. A la derecha se muestra parte de la diversidad
morfoldgica de las variedades locales que crecen en México: A) C. argyrosperma subesp.

argyrosperma, B) C. moschata y C) C. pepo subesp. pepo.
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35
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Figura 6. Diagrama de Venn de alelos compartidos de cinco loci de microsatélites de tres taxa

domesticados de Cucurbita en México. Al interior del diagrama el nimero de alelos compartidos
entre todas las especies. En la parte intermedia se muestra el nimero de alelos compartidos entre

par de taxa. Al exterior el numero de alelos privados para cada especie.

Cucurbita a. ssp. argyrosperma Cucurbita moschata Cucurbita pepo ssp. pepo

Figura 7. Analisis de Structure (K = 3) usando cinco loci de microsatélites. . Cada taxa
analizado esta representado por un grupo genético bien diferenciado (verde = C.

argyrosperma subesp. argyrosperma; azul = C. moschata;, rojo = C. pepo subesp. pepo).
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638  Figura 8. Tasas de flujo genético reciente entre taxa domesticados de Cucurbita en
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641  flechas indican la direccion del flujo genético entre taxa. Los valores indican la proporcion
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644
645
646
647
648

649
95



650

651
652
653
654
655

656

657
658
659

Material suplementario.

Tabla S 1. En negrita los valores finales de delta para la tasa de migracion (m), frecuencias
de alelos (a) y coeficiente de endogamia (f) de cada comparacion para estimar las de tasas
de flujo genético utilizando el programa BayesAss. Entre paréntesis, los porcentajes de
aceptacion para cada valor, de acuerdo a los autores del programa se aceptan los valores de

m entre 20%—60% y para a y fentre 65%—76%.

m a f
Global
(C. argyrosperma 0.02 0.006 0.06
subesp. argyrosperma (0.47) (0.76) (0.71)

C. moschata C. pepo
subesp. pepo)

Local (C. argyrosperma subesp. argyrosperma C. moschata)

Coahuila CCC 0.10 0.10 0.03
(0.49) (0.75) (0.73)
Guerrero Ometepec 0.25 0.15 0.30
(0.30) (0.69) (0.58)
Oaxaca Tehuantepec 0.10 0.10 0.30
(0.51) (0.74) (0.74)
Yucatan Buctzotz 0.10 0.10 0.35
(0.50) (0.72) (0.74)
Yucatan Temozon 0.10 0.10 0.40
(0.48) (0.71) (0.72)

Tabla S 2. Componentes de un anélisis de varianza molecular (AMOVA) para cinco
microsatélites nucleares de tres especies domesticadas del género Cucurbita en México (C.

argyrosperma subesp. argyrosperma, C. moschata'y C. pepo).

Fuente de variacion % Coeficientes
variacion de F

Entre los individuos 0.094 0.906

Entre los individuos dentro de cada 0.053 0.36

especie

Entre especies 0.853 0.853
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Figura S 1. Andlisis de discriminantes de componentes principales (DAPC) para todas las

poblaciones de cada uno de los taxa domesticados de Cucurbita. Cada especie conforma un

grupo genético bien diferenciado.
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Capitulo 3: GENOMICA DE POBLACIONES E IDENTIFICACION DE
LOCI BAJO SELECCION DE Cucurbita moschata.

Genomica de poblaciones e identificacion de loci con sefales de seleccion de Cucurbita
moschata.

El estudio de las especies domesticadas desde el enfoque de la gendmica de poblaciones y
gendmica comparada permite elucidar el origen de las especies cultivadas y la identificacion de
genes con potencial para el mejoramiento de cultivos (Eguiarte et al., 2018; Barrera-Redondo

et al., 2019). Las especies del género Cucurbita han resultado excelentes modelos para el estudio
moderno del proceso de domesticacion y para entender el papel de la adaptacion y seleccion
artificial (Eguiarte et al., 2018).

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (también llamados métodos de
secuenciacion paralela masiva) en conjunto con el desarrollo de paqueterias bioinformaticas han
permitido hoy en dia tener al menos cuatro genomas de referencia y miles de SNPs de las
especies de Cucurbita domesticadas y datos de algunas silvestres (Sun et al., 2017; Montero-Pau
et al., 2018; Barrera-Redondo et al., 2019; Nguyen et al., 2020; Barrera-Redondo et al., 2021;
Martinez-Gonzalez et al., 2021). Sin embargo, hoy en dia no se sabe mucho acerca de los
patrones generales de la gendmica de poblaciones y los posibles genes con potencial para el fito-
mejoramiento de Cucurbita moschata.

Se analizaron 96 individuos de 24 localidades de Cucurbita moschata (analizadas por
Hernéndez-Rosales et al. [2020]) con un método de representacion reducida (tGBS) para obtener
SNPs. Con estos datos fue posible explorar los patrones generales de la genémica de poblaciones
de esta especie, asi como identificar loci con senales de seleccion. Esta informacion permitira
eventualmente plantear hipotesis evolutivas de la historia, origen y domesticacion de esta especie,
asi mismo su relacidon con otras especies domesticadas y/o silvestres. Otro objetivo fue identificar
polimorfismos con sefales de seleccion a través de una prueba de Outliers basada en el pardmetro

Fsr (Foll y Gaggiotti, 2008a).
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Obtencion de las muestras e identificacion de SNPs.

Se analizaron las 24 poblaciones estudiadas por Hernandez-Rosales et al. (2020) y la informacion
de cada una de ellas puede ser consultada en dicha referencia. Estas localidades representan
variedades locales cultivadas dentro de la distribucion natural de C. moschata en México. Para
obtener una mejor representacion de la diversidad genética de las localidades y evitar que los
individuos estuvieran estrechamente relacionados se eligi6 a una planta proveniente de una
semilla por fruto, y en total se analizaron cuatro individuos por cada localidad. Se realizaron 96
extracciones de ADN con calidad genomica (Yield ug = 1000 y pureza A260/A280 = 1.7-2.0) y
se genotiparon utilizando la tecnologia de secuenciacion tGBS® (tunable Genotyping by
Sequencing) (Ott et al., 2017). Las muestras de ADN de estas poblaciones fueron enviadas a
secuenciar en la empresa Data2Bio (https://www.data2bio.com/) que utiliza la plataforma /on
Torrent e implementa dos enzimas de restriccion (Sau3 Al/BfuCI and Nsp) y un grupo de
cebadores andnimos para realizar bibliotecas de 200 a 300 pb.

Se generaron aproximadamente ~115.4 M de lecturas sin procesar. Se utiliz6 como guia el
pipeline implementado por Barrera-Redondo y Sanchez-de la Vega (2021) para la identificacion
de polimorfismos de una sola base. Primero, las lecturas fueron recortadas (trimmed,; se
descartaron aproximadamente 30pb) y filtradas por su calidad PHRED (> 20 en el 80% de sus
bases) con el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Posteriormente, las secuencias se
mapearon contra el genoma de referencia de C. moschata (Sun et al., 2017) con el programa
Segemehl (Hoffmann et al., 2014) y solo se conservaron las secuencias con mapeo unico.

La identificacion de polimorfismos de una sola base (SNPs) no neutrales se realiz6 con el
programa Plink (Purcell et al., 2007) y se utilizaron los siguientes criterios: profundidad minima
de secuenciacion 3X; se eliminaron los SNPs con mas del 50% de missing data y posteriormente
se eliminaron los individuos con mas del 50% de missing data; se eliminaron los SNPs con
frecuencia minima de alelos (MAF) menor a 0.02. En total retuvimos 9,720 SNPs.

Consecutivamente con el primer set de 9,720 SNPs se implement6 una prueba exacta de

equilibrio de Hardy-Weinberg con un valor de corte menor a p < 0.01 y una prueba de

desequilibrio de ligamiento (+? > 0.1) para obtener los loci neutrales. En total retuvimos 1,797

SNPs neutrales.
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Diversidad, diferenciacion y estructura genética poblacional.

Los estadisticos clasicos de diversidad: heterocigosis esperada (Hg), heterocigosis observada
(Ho), coeficiente de endogamia (F1s) y numero privado de alelos (4p) se calcularon con los 1,797
SNPs neutrales utilizando el modulo populations del programa Stacks (Catchen et al., 2013). Se
calcul¢ la diferenciacion entre localidades con el indice de distancia genética de Nei (Nei, 1978)
con la libreria de R “adegenet” (Jombart, 2008).

Con los SNPs neutrales se evalud la estructura genética de las poblaciones mediante el
programa Admixture (Alexander et al., 2009) y pusimos a prueba valores de K = 2—12. Para
definir el nimero de grupos genéticos que explican los datos se realiz6 una prueba de Cross-
validation. Finalmente se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) con la libreria de

R “adegenet” (Jombart, 2008).

Identificacion de loci con sefales de seleccion.

Para llevar a cabo la prueba Outliers basado en el parametro Fsr se utilizo la base de 9,720 SNPs
y se implement6 en el programa Bayescan (Foll y Gaggiotti, 2008b). A través de diferencias en
las frecuencias alélicas entre poblaciones para cada locus, se identificaron aquellos que no se
ajustan a patrones esperados bajo un modelo neutral. BayeScan es un método que busca
adaptaciones locales para datos de frecuencias alélicas, modelando por separado en una poblacion
especifica y para locus especificos (a), el andlisis es sensible a la seleccion que actua en algun
locus en particular. Para cada polimorfismo, BayeScan estima la distribucion posterior bajo
neutralidad o= 0, de manera separada permite la seleccion a # 0 y computa la probabilidad
posterior como medida de apoyo para el modelo de adaptacion local relativa a la demografia
neutral.

Se realizaron dos corridas independientes con los parametros por default: con un prior
odds ratio (PO) de 10 que corresponde a un prior, en el cual el modelo de seleccion es 1/10 tal
cual, como un modelo neutral para cualquier SNP, 20 pilot se corrieron, un burn-in de 50,000
iteraciones, seguidas de 50,000 iteraciones de salida, con un intervalo de 10 en 5,000 iteraciones
de estimacion posterior. Se analizaron ambas corridas para demostrar que los datos convergieran
con la libreria coda implementada en R (Plummer et al., 2006). Para controlar los falsos

positivos, se calculd un valor esperado de logi10PO que se ajusta al 1% en la tasa de
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descubrimiento de falsos positivos (FDR). Para determinar los SNPs con sefiales de adaptacion se
utilizo la interpretacion de Jeffrey (1961).

Resultados.

Los estadisticos de diversidad se estimaron a partir de los 1,797 SNPs neutrales. La diversidad
genética promedio en términos de la heterocigosis esperada (Hg) de las 24 localidades analizadas
de C. moschata tue de Hg = 0.1324 (ver Tabla 1). La localidad con la menor diversidad genética
fue el estado de Tamaulipas (He = 0.0692), mientras que la localidad con mayor diversidad fue el
estado de San Luis Potosi (He = 0.1609). La localidad de Yucatan-Buctzotz mostré un mayor
numero de alelos privado (4p= 43), mientras que la de Nayarit fue la que presenté menos (Ap =
2). Todos los valores de diversidad genética para cada localidad se presentan en la Tabla 1.

En cuanto a los valores de coeficiente de endogamia (F1s), el promedio para la especie fue
de 0.2423 (Tabla 1). La mayoria de las poblaciones presentaron niveles de endogamia positivos,
con un rango que va de Fis = 0.00557— 0.16598. Sin embargo, ningtin valor de Fis resultd
significativamente diferente de cero.

La diferenciacién promedio para la especie en términos de Fst fue de 0.275. La
diferenciacion genética entre pares de localidades fluctu6 entre 0.284 (Veracruz—Quintana-Roo) y
0.046 (Oaxaca-CU—-Sinaloa-MO). Se construy6 un dendrograma a partir de la matriz de
distancias genéticas de Nei, donde se puede observar que las localidades de la Peninsula de
Yucatan (Campeche-CK y CH, Yucatan-TE y BU y Quintana-Roo) conforman un grupo bien
definido (Figura 1).

El Cross-validation del andlisis de Admixture identificd K = 3 para las muestras
analizadas (Figura 2). La mayoria de los individuos de las localidades de Chihuahua, Coahuila,
Sinaloa-MA, Nayarit y Guerrero-OM fueron asignados al grupo genético 1 (rojo). Los individuos
de la poblacién de Veracruz muestran una mezcla de los tres grupos genéticos. El grupo genético
2 (amarillo) se encuentra bien representado en los individuos de las poblaciones de Michoacén,
Tamaulipas, Hidalgo y Guerrero-CO. Los individuos de las localidades de la Peninsula de
Yucatan (Campeche-CK y CH, Yucatan-TE y BU y Quintana-Roo) fueron asignados
principalmente al grupo genético 3 (naranja).

De acuerdo con el andlisis de componentes principales (PCA), la suma de los
componentes 1 y 2 explican el 28.66% de la variacion de 1,797 SNPs, sin embargo, el

agrupamiento de las localidades es poco claro. Por el contrario, la suma de los componentes 1y 3
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(que explican el 27% de la variacion; Figura 3) permite identificar un mejor agrupamiento de las

localidades de acuerdo con la discriminacion de variedades propuesta por Herndndez-Rosales et

al. (2020). En la Figura 3 se puede aprciar que existe diferenciacion genética de las localidades de

la Peninsula de Yucatan, las localidades de Oaxaca y Veracruz conservan el orden geografico

latitudinal, mientras que no hay patron claro entre las localidades del resto de México.

Tabla 1. Estadisticos de diversidad gendmica para 24 localidades de C. moschata'y 1,797 SNPs neutrales.
(4Ap = alelos privados; ; Ho = heterocigosis observada; Hg = heterocigosis esperada; Fis= coeficiente de

endogamia).

Localidad Ap Ho Hg Fis
Sonora 5 0.1135 0.1331 0.0968
Chihuahua 29 0.1316 0.1339 0.0513
Coahuila 16 0.1186 0.1141 0.0374
Sinaloa-MO 14 0.1413 0.1276 0.0270
Sinaloa-MA 36 0.0962 0.1481 0.1660
Nayarit 2 0.1381 0.1390 0.0627
Michoacan 11 0.1234 0.1288 0.0574
Tamaulipas 24 0.0998 0.0692 -0.0005
S.L.Potosi 5 0.1617 0.1609 0.0558
Guanajuato 8 0.1276 0.1333 0.0596
Hidalgo 19 0.1107 0.1161 0.0553
Edomex 8 0.1549 0.1515 0.0528
Guerrero-CO 24 0.1197 0.1020 0.0056
Guerrero-OM 7 0.1220 0.1365 0.0793
Veracruz 13 0.1403 0.1287 0.0302
Puebla 17 0.1097 0.1247 0.0730
Oaxaca-TE 21 0.1314 0.1360 0.0560
Oaxaca-CU 16 0.1000 0.1317 0.1095
Chiapas 26 0.1384 0.1445 0.0693
Campeche-CK 25 0.1404 0.1435 0.0576
Campeche-CH 13 0.1478 0.1430 0.0509
Yucatan-BU 43 0.1345 0.1299 0.0389
Yucatan-TE 24 0.1401 0.1554 0.0891
Quintana-Roo 21 0.1357 0.1475 0.0807

17.8 0.1282 0.1324 0.2423
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Figura 1. Dendrograma construido con los valores de diferenciacion genética (distancias de Nei) entre
pares de localidades analizadas de C. moschata utilizando 1,797 SNPs neutrales.
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Figura 2. Analisis de Admixture de 24 localidades de Cucurbita moschata usando 1,797 SNPs neutrales.

De acuerdo con una prueba de Cross-validation se identifico que el nimero 6ptimo de grupos genéticos es
tres (K = 3).
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Figura 3. Analisis de componentes principales (PCA) para 24 localidades de C. moschata usando 1,797
SNPs neutrales. Los individuos de cada localidad fueron discriminados de acuerdo con las variedades
descritas por Hernandez-Rosales et al. (2020) usando loci de microsatélites nucleares: @) Variedades de la
Peninsula de Yucatan (Campeche-CK y CH, Yucatan-TE y BU y Quintana-Roo) y b) Variedades del
Continente (el resto de las localidades de México). Las localidades de Oaxaca (TE y CU) se distinguen
con un +; los individuos de Veracruz resaltan con una forma de (.

La prueba de Bayescan identificd 295 loci con sefiales de seleccion, de los 9,720 SNPs
analizados (Figura 4). De acuerdo con la interpretacion de la escala de Jeffrey (1961), 138 SNPs
tienen una sefal fuerte de seleccion, 88 SNPs muy fuerte y 69 SNPs son loci candidatos decisivos
(Figura 4). De los 69 loci candidatos decisivos, 18 sugieren seleccion balanceadora y 51
seleccion direccional. Los puntos que se ubican antes del limite del criterio antes mencionado,
representan loci cuyas frecuencias se pueden explicar mediante procesos demograficos, es decir,
son loci sin sefiales de seleccion. Finalmente se detectaron 14 loci con valores de log(PO) por

arriba de tres.
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Figura 4. Prueba Outliers de 9,720 SNPs implementado el programa BayeScan para identificar loci con
sefiales de seleccion de C. moschata. La linea paralela al eje Y representa el criterio de decision para
considerar loci candidatos, se considerod el 10% como falsos positivos. Los puntos por encima de la linea
punteada se consideran polimorfismos bajo seleccion direccional y local mientras que los que se
encuentran por debajo se consideran bajo seleccion balanceadora.

Discusion.
La preparacion de bibliotecas con la metodologia tGBS que implementamos permitié obtener
fragmentos secuenciados mas grandes y gracias a los cebadores degenerados, hay un elevado
numero de lecturas disponibles para la identificacion de SNPs. La plataforma lon Torrent genera
secuencias con baja-intermedia calidad PHRED por lo que la metodologia implementada debi6
ser mas laxa en los criterios para los filtros de calidad y asi evitar perder demasiada informacion.
Con el pipeline implementado se obtuvieron ~1,700 SNPs bien identificados y sin errores de
secuenciacion.

La diversidad genética de las variedades locales de México parece ser baja (Hg= 0.1324)

respecto al estudio de Lee et al. (2021). En este trabajo analizaron 2,071 SNPs que se obtuvieron
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a partir de la plataforma HiSeq 2000 (Illumina) de 610 accesiones provenientes de 42 paises
(Africa, América, Asia y Europa). Ellos reportaron una heterocigosis promedio para la especie de
0.281. Incluso considerando el grupo donde se asignaron las accesiones de América (que incluye
alrededor de 117 muestras de México; Heg= 0.315) nuestros resultados sefialan que C. moschata
en México presenta baja diversidad genética. El mayor contraste entre ambos estudios se debe a
que en el trabajo de Lee et al. (2021) las muestras de México (~110 accesiones) se analizan en
conjunto con las accesiones del América desde el norte hasta el sur (ya que conforman un grupo
genético bien definido), mientras que nuestro analisis se realizd bajo un enfoque a nivel local.
También debe considerarse que el nimero de SNPs de nuestro estudio es distinto que el de Lee et
al. (2021). No obstante, nuestros resultados indican que los patrones de diversidad genética entre
las especies domesticadas del género Cucurbita se mantiene independientemente del tipo de
marcador molecular. Usando la misma metodologia que se implemento para obtener los SNPs de
C. moschata (tGBS), la especie con la mayor diversidad genética es C. pepo (He= 0.1627 [2,061
SNPs]; Martinez-Gonzalez et al., 2021), C. moschata es la especie que presenta los valores
intermedios y C. argyrosperma presenta la menor diversidad genética (Hg= 0.0940 [2,861
SNPs]; Barrera-Redondo et al., 2021).

Contrario a los patrones de estructura genética obtenidos con loci de nucleo y mitocondria
reportados por Hernandez-Rosales et al (2020), los SNPs no reflejan estructura genética asociada
a elevacion o formas de frutos. Esto puede deberse en gran medida al tamafio de muestra, ya que
con el objetivo de identificar principalmente genes con sefiales de seleccion se prefirié analizar la
especie a lo largo de su distribucion natural en México, asi que por cada localidad se analizaron
pocos individuos (solo cuatro por muestra) los cuales tal vez no representan los niveles de
diversidad genética a nivel poblacional, asi como los patrones de estructura genética.
Posiblemente los SNPs no detectan los patrones genéticos previamente reportados ya que, a
diferencia de los microsatélites, al obtener los estadisticos basicos de diversidad los
polimorfismos de un solo par de bases no son tan sensibles al nimero de individuos muestreados
(Aguirre-Liguori et al., 2020). Finalmente, para hacer comparaciones adecuadas entre estudios y
corroborar si la elevacion genera los patrones genéticos anteriormente reportados, asi como
contrarrestar el efecto del tamafo de muestra y verificar los niveles de diversidad es necesario

incrementar el nimero de poblaciones mas que el nimero de individuos o marcadores genéticos
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(Aguirre-Liguori et al., 2020). Sin embargo, no debe descartarse la posibilidad de implementar
analisis mas adecuado que se ajusten a nuestro muestreo.

Ninguna localidad analizada de C. moschata presento6 valores significativos de deficiencia
o exceso de heterdcigos (Fi1s). Las tres especies de calabaza domesticada mencionadas
anteriormente exhiben deficiencia de heterdcigos, siendo C. moschata la especie con el valor de
endogamia mas alto (Fis= 0.2423), seguido de C. pepo (Fis= 0.1648; Martinez, 2019) mientras
que C. argyrosperma tiene un valor mas cercano al equilibrio (Fis= 0.0340; Barrera-Redondo et
al., 2020). De acuerdo a simulaciones y datos empiricos de microsatélites y SNPs, la Fis es
sensible a tamafios de muestra (Aguirre-Liguori et al., 2020). Las variedades locales o razas
criollas de calabazas son cominmente cultivadas a baja escala lo que favorece la polinizacion
cruzada entre individuos cercanamente emparentados, esto promueve que los niveles de
endogamia aumenten y por lo tanto decrezca la diversidad genética (Casas y Parra, 2016).

En términos de la diferenciacion y estructura genética, las localidades analizadas de C.
moschata si muestran el mismo patrén previamente descrito con loci de microsatélites nucleares
asociado al Istmo de Tehuantepec que funge como barrera al flujo genético (Hernandez-Rosales,
et al., 2020). Las muestras de la Peninsula de Yucatan estdn genéticamente bien diferencias del
resto de las muestras de todo el pais, para determinar si la estructura genética se correlaciona con
el ambiente y/o responde a los criterios de seleccion y de manejo por parte de los agricultores es
necesario desarrollar estudios etnobotanicos y ecolédgicos.

Finalmente, aunque se detectaron loci con sefiales de seleccion, se debe considerar que la
prueba que implementa BayeScan es susceptible a arrojar falsos positivos, es por ello que
necesario hacer pruebas de correlacion con datos ambientales como la que implementa
Bayescenv (de Villemereuil y Gaggiotti, 2015). Una vez identificados los loci con sefiales de

seleccion, es importante realizar experimentos que permitan validar dichos genes.
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Capitulo 4: ESTUDIO ETNOBOTANICO DE ESPECIES DOMESTICADAS
DEL GENERO Cucurbita EN PERU.

Articulo de investigacion: Barrera-Redondo, J., H. S. Hernandez-Rosales, V. Caiiedo-
Torres, K. Aréstegui-Alegria, J. Torres-Guevara, F. Parra, L. Torres-Garcia, y A. Casas.
2020. Landrace diversity and local selection criteria of domesticated squashes and gourds
(Cucurbita) in the Central Andean mountain range of Peru: Tomayquichua, Hudnuco.
Botanical Sciences. 98: 101-116.

Pert carecen de registros adecuado de las variedades locales de las calabazas domesticadas y de
los criterios de seleccion de los agricultores locales quienes modelan la diversidad genética de
estos recursos. Por lo anterior, se realizé un estudio etnobotanico con la finalidad de sumar
conocimiento sobre la diversidad biologica y el manejo de las calabazas y zapallos en la region
de Tomayquichua, Hudnuco, Peru. Este trabajo responde a dos preguntas: i);Cuales son las
variedades locales de Cucurbita que reconocen, promueven y conservan los agricultores locales?
y ii) {Qué mecanismos promueven la diversidad de estas variedades? Se realizaron entrevistas
semiestructuradas y se foto-documentaron las variedades de calabaza que se cultivan en la region.
Encontramos que C. ficifolia (conocida en México como chilacayote) es una calabaza
ampliamente cultivada y apreciada, su reservorio genético esta depositado en la gran diversidad
de variedades locales de esta region y no dudamos que sea asi para el resto del pais. Debido a la
gran diversidad de formas que se encuentran en Pert, este trabajo sugiere que el origen de C.
ficifolia podria ser alguna region Andina del Perti, sin embargo, es necesario llevar a cabo

estudios moleculares para esclarecer esta hipotesis.
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Resumen

Antecedentes: Es importante entender las practicas agricolas y los criterios de seleccion que moldean la diversidad de variedades locales en
plantas domesticadas. La region andina comparte con la regiéon mesoamericana y Norteamérica los centros de origen de las cinco especies
domesticadas de Cucurbita. Sin embargo, los estudios sobre diversidad biologica de estas especies son escasos en Pert en comparacion con
México.

Preguntas: ;Cuales son las variedades locales de Cucurbita que reconocen, promueven y conservan los agricultores en el Distrito de
Tomayquichua? ;Qué mecanismos promueven la diversidad de estas variedades?

Especies estudiadas: Cucurbita ficifolia Bouché, Cucurbita moschata Duchesne, Cucurbita maxima Duchesne.

Sitio y afio de estudio: Tomayquichua, Huanuco, Pera (junio de 2018 y 2019).

Métodos: Se realizaron entrevistas semiestructuradas a 29 familias de agricultores y comerciantes para evaluar la diversidad de variedades
locales y las practicas de manejo de las especies del género Cucurbita.

Resultados: C. ficifolia es la cucurbitacea mas diversa en Tomayquichua (13 variedades) seguido de C. moschata (10 variedades), las cuales
se siembran en chacras y traspatios. Se reportan siete variedades de C. maxima, con el uso predominante de una variedad comercial en
cultivos intensivos.

Conclusiéon: Las practicas agricolas tradicionales parecen mantener la diversidad local de C. ficifolia y C. moschata. Las variedades locales
de C. maxima en Tomayquichua parecen ser desplazadas progresivamente por una variedad mejorada destinada a aumentar la produccion
mediante practicas agricolas intensivas. La alta diversidad bioldgica de C. ficifolia en Pera sugiere un origen andino, pero se requieren
estudios genéticos adicionales para aclararlo.

Palabras clave: Centro de diversidad, criterios de seleccion, Cucurbita spp., variedades locales.

Abstract

Background: It is important to understand the agricultural practices and criteria of human selection that shape the diversity of landraces in
domesticated plants. The Andean region shares with Mesoamerica and North America the areas of origin of the five domesticated species of
Cucurbita. However, studies on the biological diversity of these species have been scarcer in Peru than in Mexico.

Questions: Which landrace varieties of Cucurbita are recognized, promoted and conserved by the farmers in the District of Tomayquichua?
‘Which mechanisms promote the diversity of these varieties?

Studied species: Cucurbita ficifolia Bouché, Cucurbita moschata Duchesne, Cucurbita maxima Duchesne.

Study site, dates: Tomayquichua, Huanuco, Peru (June of 2018 and 2019).

Methods: We used semi-structured interviews to 29 families of farmers and merchants to assess the diversity of landrace varieties and
agricultural management practices of Cucurbita species.

Results: C. ficifolia was the most diverse cucurbit in Tomayquichua (13 varieties) folowed by C. moschata (10 varieties), both which are
grown in chacras and backyards. We report seven varieties of C. maxima, with the predominant use of a commercial variety through intensive
agricultural practices.

Conclusion: The traditional agricultural practices seem to maintain the landrace diversities of C. ficifolia and C. moschata. The landraces of
C. maxima in Tomayquichua seem to be displaced progressively by an enhanced variety destined to increase yield using intensive agricultural
practices. The high biological diversity of C. ficifolia in Peru suggests an Andean origin for this species, but future studies with genetic data
are needed.

Key words: Center of diversity, Cucurbita ssp., landrace diversity, management.
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Variedades locales de Cucurbita spp. en Tomayquichua, Peru.

La domesticacion es un proceso evolutivo en el que
diferentes fuerzas dirigidas por humanos y otras causas
naturales (seleccion, deriva génica, flujo génico, sistemas
reproductivos) operan en contextos antropogénicos e
influyen en la generacion de divergencias morfo-
fisioldgicas y genéticas entre los organismos domesticados
y sus parientes silvestres (Casas et al. 2007, Pickersgill
2018). A su vez, se trata de un proceso de evolucion
mutualista en el cual un organismo asume control sobre la
reproduccion y cuidado de otro organismo, de manera que
se pueda aprovechar alglin recurso de interés (Zeder 2015).

La regién andina, particularmente la region que
comprende a Ecuador y Peri es considerada uno de los
centros de origen de plantas domesticadas mas importantes
del planeta (Vavilov 1926, Harlan 1992, Diamond 2002) y
comparte con la regién mesoamericana y Norteamérica los
centros de origen y diversificaciéon de las cinco especies
domesticadas de Cucurbita (Cucurbitaceae; Sanjur et al.
2002, Zheng et al. 2013).

El género Cucurbita es nativo del continente americano y
es mayormente reconocido por sus especies domesticadas,
comunmente llamadas calabazas y zapallos. Comprende 20
taxa herbaceos, de 12 a 15 especies de las cuales cinco han
sido domesticadas (Paris 2016, Lira et al. 2016). Las
calabazas cultivadas son parte importante de los sistemas de
policultivo tradicionales (e.g. milpa en México, chacras en
Peru), las cuales mitigan la erosion del suelo y mantienen la
humedad gracias a la amplitud de sus hojas que logran una
cobertura significativa de los suelos, ademas de reducir el
establecimiento y crecimiento de plantas arvenses (Lozada-
Aranda et al. 2017). Adicionalmente, los cultivos de
calabazas representan parte central de la alimentacion en
muchas regiones de América y el mundo (Eguiarte et al.
2018), con una produccion de mas de 24 millones de
toneladas de alimento anualmente a nivel mundial (Paris
2016). Dada la importancia economica y evolutiva del
género, se han realizado esfuerzos por comprender la
domesticacion independiente de sus especies y documentar
la diversidad de las variedades locales (Paris 2016, Lira et
al. 2016, Eguiarte et al. 2018).

Un aspecto importante para entender los procesos
evolutivos que han modelado la variacion de las especies
domesticadas a lo largo del tiempo, consiste en documentar
y analizar la diversidad morfologica y genética de las
variedades locales a lo largo de su distribucion natural
(Casas et al. 1999, Gepts, 2014). En el caso del género
Cucurbita, se han realizado esfuerzos para documentar su
variaciéon morfologica y genética en México (e.g. Andres
1990, Cerén-Gonzalez et al. 2010, Sanchez-de la Vega et al.
2018). Sin embargo, los trabajos realizados en la region
andina han sido relativamente escasos, documentando
principalmente el norte de Perti (Delgado-Paredes et al.
2014). El estudio en ambas regiones es clave para analizar
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temas aun controvertidos sobre el origen y difusion de estos
cultivos (Lira et al. 2016). Las areas montafiosas tropicales
de la regiéon andina presentan escenarios ambientales
marcadamente distintos en los gradientes altitudinales, los
cuales constituyen contextos bioculturales
excepcionalmente informativos para analizar los procesos
de variacion asociados a la domesticacion y aquellos
influidos por fuerzas evolutivas naturales (Veldsquez-Milla
etal 2011).

Este estudio tiene como objetivo enriquecer el
conocimiento sobre la diversidad bioldgica y el manejo de
las calabazas y zapallos cultivados en el distrito de
Tomayquichua, localizado en el departamento de Huanuco,
provincia de Ambo, en la Sierra Central del Pert. Con base
en esto, el estudio aspira a contribuir con informacién sobre
las culturas andinas y sus interacciones con las
cucurbitaceas. La informacion documentada parte del
conocimiento y criterios de seleccion de los agricultores
locales, quienes distinguen y conservan las distintas
variedades locales de calabazas que se aprecian en esta
region andina. Existen antecedentes que revelan una mayor
diversidad biologica de plantas cultivadas en sistemas
tradicionales comparados con los sistemas intensivos en
distintas especies en todo el planeta, debido principalmente
al papel de los agricultores en promover y conservar la
diversidad de variedades locales (Brush 1986, Louette et al.
1997, Bellon & Berthaud 2004, Jarvis et al. 2008,
Veteldinen et al. 2009). Debido a lo anterior, en este estudio
se esperaba encontrar una mayor diversidad biologica de
calabazas y zapallos que se cultivan bajo sistemas de
produccién agricola tradicionales con respecto a los
sistemas de cultivo intensivo.

Materiales y métodos

Area de estudio. El estudio se realizd en el distrito de
Tomayquichua, dentro del Departamento de Huanuco,
provincia de Ambo, Pert (Figura 1). La mayor parte de los
datos colectados provienen de la Microcuenca de
Warmiragra, entre 10° 02' 00" - 10° 05' 00" latitud sur y 76°
08' 00" - 76° 13' 00" longitud oeste (CCTA 2011). EI area
de estudio abarca los poblados de Armatanga vy
Chinchobamba en la zona media de la cuenca, perteneciente
a la regién natural denominada “quechua” que va entre
2,300 a 3,500 m, y el poblado de Tomayquichua en la zona
baja de la cuenca, perteneciente a la region natural
denominada “yunga” entre 1,000 a 2,300 m (Pulgar-Vidal
1979). Se realiz6 una colecta adicional de datos en el
mercado local de la ciudad de Huanuco, ubicada en el
centro del Distrito. De acuerdo con un censo realizado en
2007, se estima que el Distrito de Tomayquichua esta
conformado por alrededor de 3,500 habitantes (INEI 2007).
La lengua local en Tomayquichua es el quechua y la
segunda lengua es el espafol, siendo casi todos los
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Figura 1. Mapa del sitio de estudio. Localizacion de Tomayquichua, el mercado de la ciudad de Huanuco y las comunidades estudiadas en la

sierra central de los Andes peruanos (estrellas).

pobladores bilingiies. En la zona baja de la cuenca se
encuentra la capital del distrito (poblado de Tomayquichua),
donde se realizan diversas actividades socioecondmicas
primarias, secundarias y terciarias, mientras que en la zona
media de la cuenca se realizan actividades agricolas de
supervivencia basadas en el autoconsumo, complementadas
con intercambios comerciales y actos de reciprocidad entre
los habitantes (CCTA 2011). Las principales plantas
alimenticias que se siembran en la zona media de la cuenca
son la papa (Solanum tuberosum L.), el maiz (Zea mays L.),
el frijol (Phaseolus vulgaris L.), la cana de azlcar
(Saccharum officinarum L.) y la alfalfa (Medicago sativa
L.), mientras que la ganaderia es una actividad marginal en
la region (CCTA 2011). Los agroecosistemas en
Tomayquichua pueden categorizarse en tres grupos: la
chacra, el traspatio y el cultivo intensivo (Figura 2). La
chacra, proveniente del quechua chakra, hace referencia a
una parcela agricola tradicional de dimensiones
relativamente pequefias dedicada a la produccion de
alimentos (Laime-Ajacopa et al. 2007) y representa un
sistema tradicional de produccién agricola en la region
andina, el cual combina diferentes tipos de cultivos para
hacer mas eficiente el uso de recursos (i.e. agua, nutrientes,

luz solar) en el area destinada a la siembra (Torres et al.
2015). Los traspatios pueden considerarse como sistemas
tradicionales de produccion agricola donde interactua una
elevada diversidad de animales y plantas al lado de
edificaciones humanas, y cuya produccion suele estar
vinculada al autoconsumo (Mariaca-Méndez 2017). Por otro
lado, el cultivo intensivo se refiere al uso de herramientas
modernas que permiten la produccion agricola a escala
industrial y favorecen el uso de variedades mejoradas para
aumentar la produccion (Casas & Parra 2016).

Especies estudiadas. Se caracterizaron tres especies
domesticadas del género Cucurbita (Tabla 1): Cucurbita
ficifolia Bouché, comunmente conocida en Peri como
“calabaza”, C. moschata Duchesne, comunmente conocida
como “shupe” o “loche”, y C. maxima Duchesne, conocida
en Pert como “zapallo” (Lira et al. 2016). Tanto C. maxima
como C. moschata son cultivos de gran importancia
econdmica, la primera se siembra en regiones templadas a
lo largo del planeta y la segunda se siembra en regiones
tropicales, subtropicales e incluso semiaridas de distintos
paises (Paris 2016). Ambas especies se cultivan
principalmente con fines de consumo alimenticio (e.g. fruto
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Figura 2. Sistemas de produccion agricola en Tomayquichua. A) chacra, B) traspatio, C) cultivo intensivo. Fotografia de la chacra

proporcionada por el ministerio del ambiente del Pert y Aquagroinforest SAC.

maduro, fruto inmaduro, flores, tallos jovenes, semillas),
aunque también se pueden procesar para extraer sus
saponinas en la fabricacion de jabones. Las semillas pueden
ser utilizadas como vermifugos o se les pueden extraer
aceites comestibles e incluso los frutos se pueden utilizar
con fines ornamentales (Casas et al. 1994, Diaz-Obregon et
al. 2004, Marie-Magdeleine et al. 2009, Kim et al. 2012,
Lira et al. 2016, Paris 2016). En cambio, C. ficifolia
presenta un impacto econdémico menor, la cual se siembra
de manera tradicional en regiones montafiosas de México,
Centroamérica y Sudamérica, principalmente para la
elaboracion de platillos y postres (Lira et al. 2016, Paris
2016). Los registros arqueoldgicos inequivocos mas
antiguos de C. ficifolia y C. maxima han sido encontrados
en Pertl y datan de aproximadamente 5,000 y 4,000 afios
respectivamente, mientras que el registro inequivoco mas
antiguo de C. moschata ha sido encontrado en México y
data de aproximadamente 6,900 afios de antigiiedad
(Whitaker 1981). Se ha propuesto que el centro de origen de
C. maxima se encuentra en Sudamérica, especificamente en
la region andina, dado que en esta zona se encuentra tanto
su registro arqueoldgico mas antiguo como su pariente
silvestre (Whitaker 1981, Nee 1990). En cambio, el centro
de origen de C. moschata es elusivo, del cual se ha
hipotetizado un origen mesoamericano considerando los
registros arqueoldgicos y su relacion estrecha con la especie
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mesoamericana C. argyrosperma (Whitaker 1981, Nee
1990, Lira et al. 2016), aunque la presencia de fitolitos y la
abundancia de variedades locales de esta especie en
Ecuador y Colombia también sugieren un posible centro de
origen al norte de Sudamérica (Lira et al. 2016). Igualmente
se desconoce el centro de origen de C. ficifolia, presentando
evidencias lingiiisticas que apuntan a wun origen
mesoamericano y evidencias arqueologicas que apuntan a
un origen sudamericano (Whitaker 1981, Andres 1990, Lira
etal. 2016).

Colecta de datos. Realizamos dos visitas al distrito de
Tomayquichua del 27 al 29 de junio de 2018 y del 26 al 30
de junio de 2019. Se hizo una busqueda aleatoria de
parcelas, traspatios o areas de cultivo intensivo que
contuvieran especies del género Cucurbita, en cuyo caso se
entrevistaron a los duefios del cultivo. Se llevaron a cabo
entrevistas semiestructuradas a 27 familias de agricultores y
2 familias de comerciantes, de las cuales 15 corresponden a
familias de la cuenca media de Warmiragra (poblados de
Armatanga y Chinchobamba), 12 familias en la cuenca baja
de Warmiragra (poblado de Tomayquichua) y dos familias
de comerciantes en el mercado regional de la ciudad de
Huénuco, el cual es un mercado establecido, con presencia
de vendedores itinerantes en sus calles aledafias los dias
sabado y domingo. Al mercado, localizado a una altitud de
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de las especies domesticadas del género Cucurbita cultivadas en el distrito de Tomayquichua, Huanuco,

Pera (Modificado de Eguiarte ef al. 2018).

C. FICIFOLIA

C. MAXIMA

C. MOSCHATA

Engrosados, redondeados o muy

ligeramente angulosos.

Tamafio variable. Ligeramente o nada
lobada. Margenes enteros a
denticulados, ambas superficies

Aromaticas. Color amarillo brillante.
Lobulos anchos, reflexos, margenes
crispados. Ovario de muy diversas
formas, pubescente.

Diversas formas (turbaniformes).
Algunos muy grandes (100 kg.).
Lisos o con suaves costillas

redondeada. Cascara rigida o suave.

Incluyen el azul-grisaceo, verde
parduzco, rosado y rojo o rojizo-

Ligeramente fibrosa. Diferentes
tonalidades de amarillo a anaranjado.
Sabor ligeramente suave.

Gruesas, elipticas infladas o
tumescentes. Bronceadas (color
canela) blancas a pardo claras. Lisas
0 muy poco estriadas. Margenes
redondeados diferenciados del color

Sur de América (Argentina, Bolivia,

TALLO Vigorosos, ligeramente angulosos.
HOJA Léaminas con 3-5 1obulos

(redondeados), el central es mas

grande que los laterales, margenes

denticulados. pubescentes.
FLORES No aromaticas. Color amarillo claro.
(MASCULINAS 'Y Lobulos agudos, margenes enteros
FEMENINAS) ondulados y doblandose hacia

adentro. Ovario ovoide a eliptico.
FORMA DEL Globoso, ovado o eliptico. Cascara
FRUTO rigida, dura, gruesa, durable, sin

costillas, densa y poco arrugada.
COLOR DEL Tres patrones: a) verde claro u
FRUTO oscuro, con o sin franjas

longitudinales blancas. b) manchada anaranjado.

de blanco o verde. c) blanca o

crema.
PULPA Notoriamente fibrosa. Blanca. Sabor

dulce.
SEMILLAS Generalmente negras, aunque

existen en baja frecuencia de color

crema y pardo. Margenes poco

diferenciados del mismo color que la

semilla.

del centro.

DISTRIBUCION Desde México hasta Argentina y
NATURAL Chile. Uruguay).

Angulosos cuando verdes y aparecen
surcos al secarse.

Grandes (> 20 cm). Con margenes
aserrados. Ligeramente lobadas (ovados
o triangulares, apice obtuso). El haz con
manchas blancas en la interseccion de las

venas.

No aromaticas. Color amarillo-
anaranjado. Lobulos triangulares, agudos
a acuminados, margenes enteros
ondulados y doblados hacia adentro.
Ovario diverso.

Formas y tamafios diversos conservando
la forma del ovario. Lisos 0 comiinmente
con costillas. Céascara engrosada, rigida y

durable o suave.

Patrones de color muy variable que van
del verde oscuro a claro. Liso o con
manchas crema. Cubierta cerosa

blanquecina.

No fibrosa de consistencia suave.
Amarilla en distintas tonalidades a
anaranjada, a veces verdosa. Sabor dulce.

Elipticas u ovado-elipticas. Blancas o
pardo claras del centro y margenes bien
diferenciados en color y textura. Apice
obtuso a truncado.

Mesoamérica hasta Sur de América.

1,800 m, acuden agricultores y comerciantes intermediarios
de las regiones montafiosas (comunidades con territorios
arriba de los 4,500 m) y de tierras bajas (alrededor de 600
m) de areas tropicales huimedas (Figura 1). En cada
entrevista se consider6 al nucleo familiar como unidad de
informacion, donde un miembro de la familia fungia como
el entrevistado principal y se permitia la intervencion
espontanea del resto de los miembros para complementar y
corroborar la informacién recabada. De los entrevistados
principales, 13 fueron hombres y 11 fueron mujeres, ademas
de 5 entrevistas donde participaron multiples miembros de
la familia de manera equitativa. Las entrevistas nos
permitieron registrar la siguiente informacion: i) Nombres

de las variedades conocidas por el entrevistado y
caracteristicas diagnosticas de la variedad; ii) sistema de
siembra de las variedades (traspatio, chacra o intensivo);
iii) usos de las variedades (e.g. alimentacion, medicinal) y
destino del producto (e.g. autoconsumo, alimentacion del
ganado, venta); iv) periodos de siembra y cosecha; v) origen
de las semillas (heredadas, intercambio de semillas con
vecinos o compra de semillas); vi) plantas asociadas al
cultivo de las variedades; vii) criterios de seleccion de las
variedades (consumo preferencial y/o preferencia de una
variedad sobre otra, de acuerdo con sus usos).
Adicionalmente se realizd una foto-documentacion de las
variedades registradas en el estudio.
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Variedades locales de Cucurbita spp. en Tomayquichua, Peru.

Tabla 2. Variedades de Cucurbita spp. documentadas en el distrito de Tomayquichua, Huanuco, Pert. Se reportan las especies encontradas en
la region, los usos que se les da a los cultivos, las formas que pueden adquirir los frutos, las variedades descritas por los entrevistados y las
caracteristicas de cada variedad.

Especie Usos Tipo de Formas Variedades Caracteristicas de la variedad
siembra

Cucurbita Principalmente autoconsumo. Frutos Traspatioy Redonda Verde Fruto maduro de color verde con
ficifolia inmaduros consumidos en sopas y chacra (esferica) franjas blancas. Semilla negra y

Bouché platillos “segundos”. Frutos maduros pulpa blanca.
consumidos en postres. Frutos sobrantes Cushta | Fruto maduro de color blanco con

como alimento para animales de conchubano / franjas verdes. Semilla negra y

traspatio. Semillas con uso medicinal muru pulpa blanca.

(desparasitante).
blanca Fruto maduro de color blanco.

Semilla negra y pulpa blanca.

Limon Fruto maduro de color verde
brillante. Semilla negra y pulpa

blanca.

Ovoide Limon Fruto maduro de color verde
brillante. Semilla negra y pulpa

blanca.

Blanca Fruto maduro de color blanco.

Semilla negra y pulpa blanca.

Puru (alargado) Naranja Fruto maduro de color naranja.

Semilla negra y pulpa blanca.

Costa Fruto maduro de color
marmoleado blanco con verde.

Semilla negra y pulpa blanca.

Blanco / Fruto maduro color blanco crema.

matish Semilla negra, pulpa blanca.

Limdn Fruto maduro de color verde
brillante. Semilla negra y pulpa

blanca.

Tullu Verde Fruto redondo, pequeflo, de color
verde oscuro con franjas blancas y
exocarpo engrosado. Semilla
negra y pulpa blanca. Coccion

rapida en el horno.

Limén Fruto redondo, pequeiio, de color
verde brillante con exocarpo
engrosado. Semilla negra y pulpa
blanca. Coccién rapida en el

horno.

Zapallo Redonda Fruto verde con franjas color
calabaza crema. Tamafio excepcionalmente
grande. Semillas negras, pulpa

blanca.
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Usos

Tipo de
siembra

Formas

Variedades

Caracteristicas de la variedad

Cucurbita
moschata
Duchesne

Cucurbita
maxima
Duchesne

Autoconsumo. Fruto inmaduro para
sopas y platillos “segundos”. Frutos
maduros para postres.

Venta para consumo humano.

Autoconsumo familiar

Traspatioy Redonda

chacra

Intensiva

Chacra

(semiesférica)

Coyotita
(piriforme)

Alargada

Redonda

Redonda

Alargada

S hirka / plomo

Shupe

Blanca

Verde

Shupe cushta

Verde cushta

Shirka / plomo

Shupe

Blanca

Verde

Macre
(mejorada)
Verde

Pinto

Blanca

Plomo

Verde

Plomo

Fruto blanco jaspeado con verde,
semilla blanca. Pulpa amarilla.

Fruto anaranjado con franjas
verdes, semilla blanca y pulpa
anaranjada.

Fruto blanco (color crema) con
semilla blanca, y pulpa amarilla.

Fruto verde con franjas color
crema, semilla blanca, y pulpa
anaranjada

Fruto color anaranjado con franjas
verdes.Semillas blancas-doradas
con borde definido de color
dorado. Pulpa anaranjada.

Fruto verde con franjas blancas.
Semillas blancas-doradas con
borde definido de color dorado.
Pulpa anaranjada.

Fruto blanco jaspeado con verde,
semilla blanca y pulpa amarilla.

Fruto anaranjado con franjas
verdes, semilla blanca, pulpa
anaranjada.

Fruto blanco (color crema),
semilla blanca, pulpa amarilla.

Fruto verde con franjas blancas.
Semillas blancas-doradas con
borde definido de color dorado.
Pulpa naranja.

Fruto maduro color verde con
pulpa amarilla y semilla café.

Fruto maduro color verde con
pulpa amarilla y semilla café.

Fruto verde, con pintas claras y de
color rojizo. Pulpa amarilla y
semilla café.

Fruto blanco (color crema), pulpa
amarilla y semilla café.

Fruto color plateado, con franjas
verdes, pulpa amarilla y semilla
café.

Fruto maduro color verde con
pulpa amarilla y semilla café.

Fruto color plateado, con franjas
verdes, pulpa amarilla y semilla
café.
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Resultados

Variedades locales de calabazas y zapallos (Cucurbita
spp.). Se registraron 13 variedades distintas de C. ficifolia
(Tabla 2, Figura 3), todas distribuidas en la cuenca media de
Warmiragra (hasta los 3,400 m). Cada variedad esta
caracterizada por uno de los seis colores que adquiere el
fruto maduro, mientras que las demas caracteristicas de la
especie son compartidas (semilla negra, fruto maduro con
pulpa blanca, zarcillos con tres a cinco ramificaciones;
Tabla 1). Ademas, se reportan tres formas distintas para el
fruto maduro de C. ficifolia (redonda, ovalada y alargada o
“puru”; Figura 4) y tres categorias de tamafo, una
intermedia que comprende la mayor parte de estas
calabazas, asi como una variedad pequefa o “fullu” y una
variedad de tamafio grande denominada “zapallo calabaza”.

Se registraron 10 variedades de C. moschata a partir de la
combinacion de tres formas distintas (esférica o “redonda”,
piriforme o “coyotita” y alargada) y cuatro colores en el
exocarpo maduro (Tabla 2, Figura 5). También se
identificaron dos colores distintos de pulpa en el fruto
maduro (amarilla y anaranjada) y dos colores de semilla
(blanca y blanca-dorada con borde dorado definido). Se
reporta una variedad denominada “shirka” en la cuenca
media de Warmiragra. Los frutos de esta variedad son
similares en forma y tamafio a los frutos de C. ficifolia

mientras que sus semillas son bastante mas parecidas en
color a las de C. moschata (Tabla 2); estas caracteristicas
sugieren posibles eventos de hibridacion entre estas dos
especies (moschata x ficifolia). También se reporta una
variedad “shupe” en la zona baja de la Cuenca de
Warmiragra, la cual se caracteriza por su color anaranjado
con franjas verdes y presenta tres formas distintas (redonda,
“coyotita” o “cushta” y alargada; Figura 5B). A diferencia
de las otras especies, se encontraron solo siete variedades de
C. maxima, conformadas a partir de dos formas distintas y
cuatro patrones de color en el fruto maduro (Tabla 2). La
variedad con mayor distribucion en la region se le denomina
“macre”, una variedad mejorada que se caracteriza por sus
frutos grandes (> 50 kg) (Figura 6).

Caracterizacion del agroecosistema de produccion. El
periodo de siembra de C. ficifolia es variable y abarca los
meses de septiembre a diciembre. Por otro lado, el periodo
de cosecha de los frutos maduros abarca los meses de junio
y julio. El cultivo de C. ficifolia se encuentra tanto en
traspatios como en chacras, acompafado usualmente por
maiz, frijol y haba (Vicia faba L.). No obstante, también se
reportd su siembra en menor medida junto con papa y tarwi
(Lupinus mutabilis Sweet). En este ultimo caso, las semillas
de C. ficifolia se siembran en almacigos y los individuos se
trasplantan a la chacra cuando son juveniles, lo cual evita su

Figura 3. Variedades de Cucurbita ficifolia reportadas en el distrito de Tomayquichua, Huanuco, Pert. A) Variedad verde, B) variedad cushta/

conchubano, C) variedad limon, D) variedad blanca, E) variedad naranja F) y variedad costa.
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Figura 4. Formas del fruto de Cucurbita ficifolia reportadas en el distrito de Tomayquichua, Huanuco, Pert. A) Forma redonda (esférica),

B) forma ovoide C) y forma “puru” (alargada).

desplazamiento por otras variedades. El cultivo de esta
especie es muy comin en las comunidades estudiadas.
Aunque la superficie en que se siembra varia afio con afio,
en 2019 se registrd su cultivo en Armatanga en cerca de 80
predios, mientras que en  Chinchobamba en
aproximadamente 40 predios, en promedio con una
superficie de 210 m? por predio. En estos predios se cultivan
calabazas en manchones de aproximadamente 30 m?
Ademas, se cultivan chacras de maiz, que constituyen
aproximadamente 35 % de las chacras de estos poblados; en
éstas la asociacion de calabaza y maiz se practica en
aproximadamente 40 % (se registraron 17 chacras de maiz
asociado con calabaza en 2019, aunque es variable entre los
afios), cada una de ellas de aproximadamente 0.75
hectareas. En estas comunidades se practican diversos
cultivos dentro de las chacras como la papa, el tarwi, el
maiz, las arvejas (Pisum sativum L.), el ajonjoli (Sesamum
indicum L.) y el rocoto (Capsicum pubescens Ruiz & Pav.);
de manera que entre los traspatios y las chacras de cultivos
en asociacion con calabaza sumaron aproximadamente 17
hectareas cultivadas principalmente con C. ficifolia y en
menor medida con C. moschata en 2019, aunque la
superficie de siembra destinada a los traspatios es
relativamente menor al de las chacras. Ademas de la
siembra activa de C. ficifolia por parte de los agricultores,
las semillas de algunos frutos que se abandonan y
descomponen en los traspatios germinan y sus plantas
restablecen las matas de calabazas, las cuales se pueden
encontrar extendidas por el piso, las paredes de las casas, las
cercas o estructuras de soporte construidas ad hoc para las
calabazas. El periodo de siembra de C. moschata se lleva a
cabo en el mes octubre y los frutos maduros se cosechan a
partir del mes de junio. Su siembra se realiza tanto en
traspatios como en chacras, de manera similar a C. ficifolia,
y se suele acompafiar de maiz, frijol, haba y papa. En estos
predios es notoria la predominancia de C. ficifolia, aunque
la proporcion de superficie ocupada por cada especie no fue
evaluada en este estudio. El cultivo de C. maxima
comprende un periodo de siembra entre febrero y marzo,

mientras que el periodo de cosecha de frutos maduros
abarca los meses de junio y julio. El sistema de produccion
de zapallo que predomina en la region es intensivo, en
monocultivos o en asociacion con maiz, recibiendo riego y
aplicaciéon de agroquimicos. Sin embargo, también se
encuentran en chacras bajo sistemas de policultivo,
principalmente asociadas a maiz, en los cuales es posible
identificar seis variedades locales cuyas semillas se
conservan por las familias de agricultores generacion tras
generacion. La superficie bajo manejo intensivo comprende
el valle aluvial del rio Huallaga, el cual comprende cerca de
3,000 hectareas en el territorio de Tomayquichua, pero
solamente entre el 5y 8 % de la superficie es cultivada con
zapallo, aproximadamente 30 hectareas en chacras en
asociacion con maiz y alrededor de 200 hectareas como
monocultivo intensivo.

Manejo y seleccion de las variedades locales. La
produccion de C. ficifolia esta destinada al autoconsumo y
su principal uso es alimenticio. Los frutos inmaduros se
consumen en guisos y sopas, mientras que la pulpa de los
frutos maduros se utiliza para la preparacion de postres
como la mazamorra (postre elaborado a base de calabaza o
maiz, el cual contiene leche, azlcar y especias). Los
agricultores reconocen los frutos maduros al observar un
cambio en la coloracion del exocarpo y un aumento en el
grosor y rigidez de éste, lo cual ocurre un tiempo
indeterminado previo al periodo de cosecha. Previo a este
cambio, los frutos poseen una coloracion verde uniforme y
son considerados como inmaduros. En caso de haber una
produccion abundante de frutos, se asigna una porcion a la
alimentacion de animales de traspatio como cerdos
(Sus scrofa ssp. domestica L.) y perros (Canis lupus ssp.
familiaris L.). En esta region, las semillas se consumen para
tratar enfermedades gastrointestinales, principalmente como
vermifugos. Las semillas han sido mantenidas a lo largo de
dos o mas generaciones de cada familia entrevistada. Las
semillas de varios frutos y variedades se dejan secar al sol,
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Figura 5. Variedades y formas de Cucurbita moschata reportadas en el distrito de Tomayquichua, Huanuco, Peru. A) Variedad shirka. B)

Variedad shupe con las formas redonda (arriba) y “coyotita” (abajo).

usualmente se mezclan, se almacenan alejadas de la
humedad y se guardan por un periodo entre 9 a 10 meses
para su siembra en la siguiente temporada de cultivo.
Algunas familias manifestaron que las semillas se pueden
almacenar hasta dos temporadas (24 meses) antes de volver
a sembrarlas.

Las entrevistas efectuadas indican criterios de seleccion
similares en todas las variedades de tamafo intermedio de
C. ficifolia, es decir, que no hay preferencia por cultivar
mayoritariamente una u otra de estas variedades. Nuestros
resultados indican que todas las variedades de tamafio
intermedio son igualmente apreciadas por los agricultores
locales debido a que su uso alimenticio, sus caracteristicas
organolépticas y sus caracteristicas de coccion son
similares, independientemente de su forma o su color. Sin
embargo, se encontré una preferencia sobre la variedad
denominada “tullu”, un término que hace alusién a frutos
pequefios que son de rapida coccidn, en los cuales el fruto
entero se cuece en horno. También se hizo referencia a que
las calabazas “tullu” poseen una corteza dura y gruesa, un
atributo igualmente apreciado que permite colocar los frutos
directamente al horno para su coccion. Aunque algunas
personas entrevistadas desconocian atributos particulares de
esta variedad, la mayor parte de las familias entrevistadas
identificaron por consenso las caracteristicas referidas.
También se identifico una variedad denominada “zapallo
calabaza”, la cual es de mayor tamafio que el resto de las
variedades, llegando a pesar hasta 20 kg. Esta variedad
posee atributos similares de sabor y textura a las variedades
de tamafio intermedio, pero se favorece por su tamafio
excepcionalmente grande.
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Figura 6. Variedad mejorada macre de Cucurbita maxima
reportada en el distrito de Tomayquichua, Huanuco, Perti.

La produccion de C. moschata también estd destinada al
autoconsumo y en muy baja medida para su venta. Los
frutos inmaduros se consumen en platillos principales y
sopas, mientras que la pulpa de los frutos maduros se utiliza
para elaborar mazamorra. Las semillas pueden o no
consumirse junto con la pulpa del fruto al preparar la
mazamorra. La variedad “coyotita” de C. moschata presenta
una protuberancia que la vuelve mas deseable sobre la
forma redonda, ya que dicha protuberancia no contiene
semillas y se conforma exclusivamente de pulpa, la cual es
apreciada al momento de consumirse. La variedad
denominada “cushfa” también es apreciada por estas
razones, la cual presenta una forma de guitarra o piriforme.
Al igual que C. ficifolia, las semillas de C. moschata son
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conservadas por las familias a través de dos o mads
generaciones, con eventuales intercambios con vecinos.

La produccion intensiva de la variedad “macre” de
C. maxima se destina para su venta en los mercados,
principalmente en el mercado de Lima. Los agricultores
compran las semillas cada temporada de cultivo en las
tiendas de productos agricolas, regionalmente denominadas
“agros”. Los productores de zapallo “macre” mencionan
que nunca utilizan las semillas obtenidas de los frutos
cosechados porque el rendimiento de la produccion total es
menor. Para el resto de las variedades de esta especie,
cultivadas en chacras tradicionales, los agricultores
reportaron guardar las semillas generacion tras generacion y
eventualmente intercambiarlas entre familiares y amigos.
Generalmente se siembra a finales de agosto o principios de
septiembre y los sistemas intensivos pueden producir
alrededor de 20 toneladas por hectarea. Los agricultores
atribuyen como el principal problema para la produccion de
C. maxima a un virus que se manifiesta en las hojas.
Discusion
Manejo de especies del género Cucurbita en Tomayquichua.
Al igual que lo reportado en este estudio, los agricultores en
Cuba reconocen la temporada de cosecha de frutos maduros
de Cucurbita al observar un cambio en los patrones de
coloracion del exocarpo y un aumento en su rigidez, el cual
coincide con la desecacion del follaje (Biblioteca ACTAF
2007). Adicionalmente, se reconoce al periodo de cosecha
de los frutos inmaduros a la mitad del tiempo o tres cuartas
partes del tiempo previo a alcanzar el estado de madurez
(Biblioteca ACTAF 2007). Los tiempos de cosecha de
frutos maduros de Cucurbita reportados en este estudio
difieren en algunos casos con lo observado en otros
estudios. Por ejemplo, la temporada de cosecha de frutos
maduros de C. moschata en Tomayquichua ocurre alrededor
de los nueve meses posterior a la temporada de siembra,
mientras que otros estudios realizados en Cuba reportan
tiempos de cosecha de C. moschata entre los tres y cinco
meses posteriores al periodo de siembra (Biblioteca ACTAF
2007). Por otro lado, los tiempos de cosecha reportados para
C. maxima en este estudio ocurre alrededor de los tres a
cinco meses, de manera coincidente con los periodos de
cosecha de C. moschata reportados en Cuba (Biblioteca
ACTAF 2007), pero distinto a los periodos de cosecha
reportados para C. maxima en Nueva Zelanda, los cuales
rondan de los 21 a los 40 dias posteriores al periodo de
siembra, ocurriendo una mayor incidencia de plagas cuando
la cosecha era tardia (Hawthorne 1990). A pesar de que los
trabajos realizados en Nueva Zelanda no reportan
diferencias en el patron sugerido de cosecha a lo largo del
aflo, estas diferencias en tiempos de cosecha podrian
deberse a las diferencias climaticas entre Nueva Zelanda y
Tomayquichua, las cuales pueden influir en la

susceptibilidad de las cosechas contra plagas por hongos
(Hawthorne 1990).

Impacto del sistema de siembra sobre las variedades de
Cucurbita. Tanto C. ficifolia como C. moschata se siembran
bajo sistemas agricolas tradicionales como los traspatios o
huertas y las chacras (Torres et al. 2015, Mariaca-Méndez
2017), lo cual parece repercutir positivamente en su
diversidad, particularmente debido al cuidado y
mantenimiento de las variedades, asi como el prestigio de
los productores asociado a la conservacion de diversidad, de
la misma forma en que ha sido reportado para otros taxa
cultivados (Brush 1986, Louette et al. 1997, Bellon &
Berthaud 2004, Jarvis et al. 2008, Veteldinen et al. 2009,
Velasquez-Milla et al. 2011). Dado que ambos taxa se
cosechan con fines de autoconsumo, no se registraron
sistemas de siembra intensiva, lo que también favorece el
mantenimiento de las variedades locales (Brush 1986,
Louette et al. 1997, Bellon & Berthaud 2004).
Adicionalmente, los sistemas tradicionales suelen
involucrar policultivos, los cuales propician el flujo
genético entre distintas variedades de Cucurbita spp.,
fomentan la diversidad de los cultivos y dan pie a posibles
eventos de hibridacién, los cuales ocurren de forma natural
dentro del género Cucurbita (Whitaker & Bemis 1964,
Sanchez-de la Vega et al. 2018), y que posiblemente hayan
ocurrido para generar a la variedad “shirka”. Tanto
C. ficifolia como C. moschata se siembran desde hace dos o
mas generaciones, dando seguimiento a los linajes de
calabazas, por lo que se puede hablar de una practica
agricola intergeneracional que da lugar a procesos de
domesticacion (Zeder 2015). Por otra parte, los agricultores
de C. maxima combinan métodos semi-intensivos que
permiten la conservacion de variedades locales, asi como
sistemas intensivos, cuya produccion se destina a la venta
en el mercado y en los que las semillas deben adquirirse
asimismo en el mercado. Aunque las variedades se
mantienen, predomina el cultivo de la variedad “macre”. En
comparacion con otras especies, C. maxima presenta baja
diversidad de variedades locales. Esto contrasta con la
nocion de que los centros de domesticacion albergan la
mayor cantidad de variacion y formas endémicas para una
especie (Harlan 1992), ya que el centro de origen de
C. maxima se encuentra posiblemente en la region andina
(Whitaker 1981, Nee 1990). En cambio C. moschata, cuyo
centro de origen se encuentra posiblemente en la region
mesoamericana o al norte de Sudamérica (Lira et al. 2016)
muestra una diversidad de variedades locales mayor a la de
C. maxima tanto en Tomayquichua (cuatro patrones de color
de fruto, tres formas del fruto, dos colores de pulpa y dos
colores de semilla) como en el norte de Pert (de cinco a
trece patrones de color de fruto, cuatro categorias de
tamafio, cinco formas del fruto y seis colores de semilla;
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Delgado-Paredes et al. 2014). Ademas, los patrones de
diversidad morfoldgica al norte de Pert reportados por
Delgado-Paredes et al. (2014) revelan una diversidad
ligeramente mayor de C. maxima a la reportada en este
estudio, a pesar de no haber realizado un muestreo
sistematico para esta especie como de C. ficifolia y
C. moschata, al presentar cuatro patrones de color y
variacion tanto en el tamafio del fruto como en el color y
tamafio de las semillas, mientras que en Tomayquichua
observamos cuatro patrones de color de fruto maduro y dos
formas distintas en el fruto sin variedad en el color de la
semilla. Por lo tanto, sospechamos que este patron de
diversidad puede deberse al desplazamiento de las
variedades locales de C. maxima por la variedad mejorada,
lo cual ha sido reportado como un factor que promueve la
erosion genética en diferentes especies de plantas
domesticadas (Brush 1986, Louette et al. 1997, Bellon &
Berthaud 2004, Jarvis et al. 2008, Veteldinen et al. 2009,
Velasquez-Milla et al. 2011). Es importante realizar
subsecuentes muestreos para verificar si el patréon de
diversidad morfologica asociada a los sistemas agricolas
tradicionales reportados en este estudio también se observa
en otras zonas de la region andina.

Usos y criterios de seleccion. Las tres especies estudiadas
son aprovechadas principalmente por su fruto, tanto maduro
como inmaduro, lo cual podria favorecer la seleccion de
frutos con mayor pulpa cuando se consumen maduros y la
seleccion de frutos de facil cocciéon cuando se consumen
inmaduros. El aprovechamiento de la pulpa es evidente en
relacion con el criterio de seleccion de las formas “coyotita”
y “shupe” sobre la forma “redonda” en C. moschata, las
cuales presentan una mayor proporcion de pulpa por tamafio
del fruto. Este aprovechamiento también es evidente en la
variedad “zapallo calabaza” de C. ficifolia, 1a cual produce
frutos de tamafio excepcionalmente grandes. El caso del
fruto inmaduro es evidenciado por la preferencia de frutos
de las variedades “fullu”, en las cuales se encontrd un
consenso sobre el tamafio pequefio y el exocarpo resistente
como atributos de la variedad. El uso de semillas de
calabaza con fines medicinales reportado en este estudio
para C. ficifolia ha sido estudiado previamente para
C. maxima, cuyas semillas son usadas en zonas rurales para
eliminar parasitos y las cuales han demostrado tener
propiedades antiparasitarias en estudios preclinicos (Diaz-
Obregon et al. 2004). El efecto antiparasitario de las
semillas de Cucurbita ha sido reportado en otros estudios
realizados con C. moschata (Casas et al. 1994, Marie-
Magdeleine et al. 2009) y C. pepo (Casas et al. 1994,
Grzybek et al. 2016), lo cual sugiriere que las semillas de
C. ficifolia podrian generar resultados prometedores en
pruebas antiparasitarias.
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Diversidad de variedades en Cucurbita ficifolia y centro de
origen. Cucurbita ficifolia se ha descrito como la especie
domesticada del género Cucurbita con menor diversidad
morfoldgica y genética en México en comparacion con las
demas especies (Andres 1990, Cerén-Gonzalez et al. 2010).
Nosotros reportamos un patron distinto en Tomayquichua,
donde C. ficifolia es la especie mas diversa con 13
variedades como resultado de la combinacién de seis
patrones distintos de colores del fruto, tres formas distintas
y tres categorias de tamafo con criterios de seleccion
distintos. Nuestros resultados concuerdan con estudios
recientes que sugieren una gran diversidad morfologica en
Pert para esta especie, al describir de tres a cuatro colores
distintos del fruto, seis formas distintas y cuatro categorias
de tamafio para la region norte de Perti (Delgado-Paredes et
al. 2014), aunque estudios recientes han encontrado una
diversidad aparentemente similar en Nayarit (México), sin
reportar el nimero exacto de variedades locales (Ruelas-
Hernandez et al. 2015). La diversidad morfologica
observada en este estudio podria ser el producto de
plasticidad fenotipica (Sultan 2000) o el producto de la
diversidad genética y la historia evolutiva de C. ficifolia. A
pesar de que carecemos de datos genéticos para las
poblaciones de C. ficifolia distribuidas en Tomayquichua,
otros trabajos han encontrado cierta correlacién positiva
entre la variacion genética y la variacién morfologica dentro
de las poblaciones domesticadas de C. moschata, C. pepo 'y
C. argyrosperma en México utilizando isoenzimas (Wilson
1989), al igual que correlaciones entre la variacion genética
en regiones codificantes y el uso de variedades de
C. maxima en Espaia utilizando polimorfismos
amplificados relacionados a secuencias (SRAPs por sus
siglas en inglés) (Ferriol et al. 2004). Estudios recientes a
nivel gendmico en C. pepo han encontrado 48 variantes a lo
largo de 15 de los 20 cromosomas de la especie que pueden
explicar del 1.5 al 629 % de la varianza fenotipica
observada en distintos caracteres de importancia
agrondmica, lo que nuevamente sugiere una correlacion
entre la variacion genética y morfologica en el género
(Montero-Pau et al. 2017). Adicionalmente, un estudio con
polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados
(AFLPs por sus siglas en inglés) en poblaciones mexicanas
de C. ficifolia identificé agrupaciones relacionadas al color
del fruto, uno de los caracteres analizados en el presente
estudio, y al color de la semilla, sugiriendo que los
fenotipos observados en las accesiones estan ligados a sus
genotipos, formando linajes evolutivos discretos (Moya-
Hernandez et al. 2018). Finalmente, la coexistencia
observada de distintas variedades de C. ficifolia en un solo
espacio con caracteristicas ambientales similares (i.e. en una
misma chacra o traspatio) sugiere que la variacion
morfologica observada en C. ficifolia no es moldeada
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solamente por el ambiente, sino que es heredable y es
explicada mayoritariamente por un componente genético y
no por un componente epigenético o de plasticidad
fenotipica. La domesticacion de C. ficifolia ha sido
pobremente estudiada, y su centro de origen es aun incierto,
en parte porque se desconoce de la existencia de algin
pariente silvestre cercano (Lira et al. 2016). Se ha planteado
que los centros de domesticacion suelen albergar la mayor
cantidad de variacion y formas endémicas (Harlan 1992).
Dada la alta variacion biologica observada en Pera
(Delgado-Paredes et al. 2014), es posible que C. ficifolia
haya sido domesticada en esta region andina. Las
variedades locales observadas de esta especie se han
mantenido gracias a preferencia por los agricultores locales
en Tomayquichua (Brush 1986, Jarvis et al. 2008
Velasquez-Milla et al. 2011). Los registros arqueoldgicos
mas antiguos de C. ficifolia tienen una antigiiedad de 5,000
aflos y se han encontrado en Huaca Prieta, al noroeste de
Pert (Whitaker 1981) lo cual apoya un centro andino de
domesticacion para la especie. Sin embargo, las aparentes
similitudes en diversidad morfologica tanto en Pert como
en México (Ruelas-Hernandez et al. 2015) hacen que los
estudios de diversidad morfoldgica sean insuficientes para
proponer a la region andina como centro de domesticacion
de C. ficifolia. Futuros estudios filogeograficos en el norte y
sur del continente americano seran indispensables para
dilucidar la historia evolutiva y el centro de origen de
C. ficifolia, tomando como punto de partida el registro
arqueoldgico y la diversidad morfologica observada en
ambas regiones. Se concluye que las practicas agricolas
tradicionales son particularmente activas en el
mantenimiento de la diversidad bioldgica observada tanto
en C. ficifolia como en C. moschata. Las variedades locales
de C. maxima en la region parecen ser desplazadas
progresivamente por una variedad mejorada destinada a
aumentar la produccion mediante practicas agricolas
intensivas. La alta diversidad morfoldgica de C. ficifolia
observada en Peru, en conjunto con la evidencia
arqueoldgica, abre la posibilidad de un origen andino para
esta Ultima especie, pero se requieren posteriores estudios
con datos genéticos para poner a prueba esta hipotesis.
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Discusion general.

Esta tesis es el primer estudio a gran escala que analiza con detalle de la diversidad genética y la

historia evolutiva de C. moschata. Ademas, este trabajo es el primero que evalaa los patrones de

diversidad, flujo genético y estructura genética de las tres principales especies cultivadas de

calabazas en México (C. pepo spp. pepo, C. moschata 'y C. argyrosperma spp. argyrosperma).

Finalmente, se llevo a cabo el primer estudio formal que documenta la diversidad de los cultivos

locales de C. ficifolia en una region andina del Pert.

México es centro de diversificacion y alta diversidad genética de C. moschata.

Mesoamérica se ha propuesto como el centro de origen y domesticacion de C. moschata

(Whitaker y Bird, 1949; Dillehay, 2007; OECD, 2012) y entre los resultados mas destacados en

esta tesis que apoyan esta hipotesis puedo mencionar los siguientes:

1.

Alta diversidad en C. moschata en México. Se identific6 a Veracruz como el estado con la
mayor diversidad mitocondrial reportada hasta el momento (Hq = 0.889) y las poblaciones
analizadas son relativamente cercanas geograficamente a las Cuevas de Ocampo, en
Tehuacan, Puebla, donde se han encontrado los registros arqueobotanicos mas antiguos de
esta especie (Whitaker et al., 1957).

Se encontr6 que los haplotipos de C. moschata diversificaron en México hace ~13,000
afios. Este fechamiento coincide con los tiempos de domesticacion propuestos para
distintas especies cultivadas (Meyer y Purugganan, 2013).

Sin embargo, en este trabajo se reconoce que para afirmar el origen Mesoamericano de C.

moschata es ain necesario:

1.

Incluir en los andlisis variedades locales que abarquen toda la distribucién de la especie,
partiendo desde Centroamérica hasta Sudamérica.

Realizar esfuerzos de colecta, documentacion y andlisis formal para determinar la
existencia de su pariente o ancestro silvestre, hasta el momento desconocido.
Implementar analisis morfoldgicos detallados y correlacionar los datos gendmicos, asi
como con los datos morfolédgicos.

Utilizar métodos de inferencia Bayesiana para poner a prueba distintas hipotesis

referentes al origen, la domesticacion e la historia demografica de esta especie.
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El alcance de los resultados presentados en este trabajo si permiten sefialar que México es
un centro de diversificacion de esta especie. Primero, se identificaron variedades asociadas a un
gradiente altitudinal y variedades relacionadas con la geografia (Hernandez-Rosales, et al., 2020).
Con estos resultados se puede entender porque C. moschata es facilmente cultivada casi en
cualquier lugar en todo el mundo. Ademas, dada la alta diversidad genética a nivel mitocondrial
(11 haplotipos, Ha = 0.589 y m = 0.0023) e intermedia a nivel nuclear (Hg 11 loci de
microsatélites nucleares = 0.395; He 1,797 SNPs = 0.1324) se puede indicar que una parte
importante del acervo de diversidad de C. moschata se ve representado y salvaguardo en las

variedades locales de México.

Calabazas arriba y abajo: la divergencia de dos linajes de C. moschata explica su amplia
distribucion geografico-altitudinal.

El estudio de esta especie a partir de marcadores mitocondriales nos permitié identificar con
mayor detalle que existen dos linajes principales que pudieron haber divergido hace unos 13,500
afios en México (ver Anexo 1). Asimismo, se identificd que estos linajes estan asociados a un
gradiente altitudinal. Con estos resultados, se propuso que en México se pueden diferenciar las
variedades de calabaza de tierras altas (> 1,200 m) y las variedades de calabaza de tierras bajas
(< 1,200 m; Hernandez-Rosales, et al., 2020). Cucurbita moschata, ignalmente a otras especies
de plantas domesticadas como la cebada (Hordeum vulgare) en Etiopia (Tanto Hadado et al.,
2010) o las variedades locales de maiz (Zea mays) en México (Van Heerwaarden et al., 2011),
muestra patrones divergencia de linajes asociados a la elevacion. Con los SNPs no se detecto este
patrén, sin embargo, no se descarta que los loci con sefiales fuertes de seleccion podrian estar
asociados a condiciones ambientales relacionadas a un gradiente altitudinal.

Con los resultados de este trabajo, se propone que esta especie pudiera estar presentando
procesos de adaptacion local a distintas condiciones ambientales asociadas a la altitud. Por lo
anterior, se proporciona evidencia que permite entender la amplia distribucion geografico-
altitudinal de esta especie y su facilidad de cultivo en distintas condiciones tropicales, asi como la
tolerancia a sequias y temperaturas extremas en todas partes del mundo (Lira et al., 1995).

Los estudios de identificacion de genes candidatos con sefiales de seleccion permiten
entender la adaptacion local, la diferenciacion ecoldgica de las especies y un mejor entendimiento

de las bases genéticas a las respuestas al estrés ambiental causado por el cambio climatico (Xu
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et al., 2014; Aguirre-Liguori et al., 2019). Las variedades de tierras altas y tierras bajas de C.
moschata deben ser estudiadas bajo este enfoque para comprender con mayor profundidad la
historia evolutiva y procesos de adaptacion de esta especie. Hoy en dia la identificacion de genes
candidatos en la biologia aplicada es fundamental para el mejoramiento de cultivos de manera

mas rapida y eficiente (Xu et al., 2014).

La geografia y las preferencias culturales modelan la estructura genética de C. moschata en
México.

El trabajo de esta tesis también permiti6 identificar con loci de microsatélites nucleares que en
Meéxico hay dos principales grupos genéticos de C. moschata que se diferencian posiblemente
debido a que el Istmo de Tehuantepec funge como una barrera al flujo genético (Hernandez-
Rosales et al., 2020). Cabe senalar que esta estructura genética fue confirmada con el analisis de
1,797 SNPs de las mismas 24 localidades previamente estudiadas (Capitulo 1y 3
respectivamente). Las variedades de calabazas de la Peninsula de Yucatan, como su nombre lo
indica, son calabazas que se distribuyen en toda la region de la Peninsula de Yucatan, junto con el
estado de Chiapas. Estas variedades conforman un grupo genético bien definido (Hernandez-
Rosales et al., 2020). A partir de los registros fotograficos identificamos, que se caracterizan por
ser de tamafios pequenos y aunque diversos predominan aquellos de costillas redondeadas y
aplanados y despliegan una amplia variacion en los patrones coloracion. Las calabazas de esta
region destacan por ser preferentemente consumidas en su forma inmadura como verduras.

Por otro lado, las variedades de calabazas que se denominaron Continentales hacen
referencia a todas aquellas calabazas que crecen fuera de la Peninsula de Yucatan en cualquier
otro lugar del territorio mexicano. Aunque predominan dos grupos genéticos, estas calabazas no
presentan una estructura genética bien definida (Hernandez-Rosales et al., 2020). Contrario a las
variedades de la Peninsula, estas calabazas se caracterizan por desplegar diversos tamafios en
general mucho mas grandes que las de la Peninsula, formas redondas, o con cuello u ovaladas y
patrones de coloracion muy diversos. Ya que se consume principalmente la pulpa y las semillas,
por lo comun estas variedades de calabazas son cosechadas hasta que los frutos estén totalmente
maduros.

Como ya se indico, la principal barrera geografica que parece limitar el flujo genético

entre estas dos variedades de calabaza es el Istmo de Tehuantepec. Esta region ha experimentado
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diversos levantamientos y oscilaciones del nivel del mar (Lambeck y Chappell, 2001), lo cual
probablemente esta asociado con que el flujo genético de especies que se distribuyen en tierras
bajas se vea disminuido y las poblaciones se diferencien entre cada lado del Istmo. Este mismo
patron de diferenciacion genética asociados a esta barrera geografica se ha reportado para otra
especie domesticada del género Cucurbita (Sanchez-de la Vega, et al., 2018) y otras especies
silvestres de plantas y animales (revisar Ornelas et al., 2013). Sin embargo, resulta indispensable
integrar muestras de C. moschata provenientes del estado de Tabasco para aportar mayor
evidencia de la barrera al flujo genético que se propone en este trabajo.

Debido que esta tesis no se analizé de manera formal los datos morfométricos y tampoco
se documentaron los criterios de seleccion de los agricultores locales, la hipotesis planteada
acerca de las formas y las preferencias culturales que diferencian las variedades de la Peninsula
de Yucatan de las variedades Continentales debera ser corroborada con estudios morfoldgicos y
etnoboténicos formales. No obstante, no se descarta llevar a cabo andlisis tipo Bayenenv o
Bayesenv considerando formas generales de lo frutos y/o generando grupos de acuerdo a su

asignacion a un grupo genético identificada con el programa Admiture.

Las especies domesticadas del género Cucurbita: Juntas, pero no revueltas.

Se analizaron variedades locales de tres de las especies domesticadas més utilizadas y
ampliamente cultivadas en México (i.e., C. argyrosperma spp. argyrosperma L. (calabaza
pipiana), C. moschata Duchesne (calabaza de Castilla), C. pepo spp. pepo L (calabacita)) con
cinco loci de microsatélites. Se observo que estan genéticamente diferenciadas entre si (Gst=
0.457-0.508) y que el flujo genético es limitado entre ellas. Estos resultados son congruentes con
lo reportado por Paris (2016) sobre que estos taxa se encuentran claramente aislados
reproductivamente.

Se sabe bien de la capacidad de generar hibridos entre las especies del género Cucurbita
tanto a partir de su cruce espontaneo como mediante experimentos de cruzas artificiales
(Whitaker and Bemis, 1962 y1964; Decker-Walters et al., 1990; Cruz-Reyes et al., 2015).
Considero que evaluar la intensidad y direccion del flujo genético entre especies es fundamental
para fines de mejoramiento de cultivos y para la conservacion de los recursos fitogenéticos.

EL hecho de que las barreras reproductivas no sean tan estrictas entre las especies del

género Cucurbita brinda la posibilidad de transferir rasgos que permitan el mejoramiento y
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rendimiento de los cultivos. Dentro de las calabazas domesticadas un buen ejemplo es la
transferencia de resistencia a hongos en los cultivos (Paris and Cohen, 2002). Cabe destacar, que
estos experimentos se desarrollan mediante cruzas artificiales y no se dan de manera espontanea
dentro de las parcelas y cultivos.

Por otro lado, que las barreras naturales a la reproduccion entre especies eviten en gran
medida la generacion de hibridos potencialmente fértiles pueden ayudar en la conservacion de los
reservorios genéticos representados en las variedades locales. También reduce la posible
contaminacion de los transgenes de los cultivos mejorados hacia las especies silvestres y hacia las

mismas variedades locales.

Latinoamérica y los recursos genéticos de las calabazas: El caso del Peru.

A lo largo de esta tesis se ha insistido en la importancia de documentar las variedades locales de
las especies domesticadas y conocer su diversidad genética. Los criterios para definir lo que se
considera que tiene mayor valor es distinto para cada domesticador, asi como sus necesidades
inmediatas y sus preferencias culturales (Casas et al., 1999). También se debe recordar que las
condiciones ambientales son distintas a lo largo de la distribucion natural del género Cucurbita
(Castellanos-Morales et al., 2018). Por lo anterior, no debe ser extrafio que la diversificacion de
las especies domesticadas a lo largo del continente americano no sea igual.

La region andina particularmente la que corresponde al Peru es reconocida como centro
de origen de C. maxima y se ha sugerido que también de C. ficifolia (Vavilov 1926; Harlan 1992,
Diamond 2002). Junto con Mesoamérica, esta region comparte los centros de origen y
diversificacion de algunas especies domesticadas del género Cucurbita (Sanjur et al., 2002;
Zheng et al. 2013). En esta tesis se presentan datos que enriquecen el conocimiento de la
diversidad biologica de las calabazas en la region norte del Pert.

A partir de las entrevistas semiestructuradas llevadas a cabo en Peru, se encontrd que las
especies mayormente consumidas y cultivadas bajo sistemas agricolas tradicionales en esta
region son C. ficifolia y C. moschata, mientras que C. maxima es la Unica especie que se cultiva
en sistemas de siembra semi-intensivos (Barrera-Redondo et al., 2020). Al igual que en México,
los sistemas tradicionales involucran policultivos que promueven el flujo genético entre

variedades.
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Los registros arqueologicos mas antiguos de C. ficifolia tienen una antigiiedad de 5,000
afios y se han encontrado en Huaca Prieta, al noroeste de Perti (Whitaker 1981). En conjunto con
la caracterizacion de 13 variedades en C. ficifolia, los resultados presentados permiten sugerir un
posible origen Andino de esta especie (Delgado-Paredes et al. 2014). Sin embargo, debido a la
region tan pequefia que se analizd, no se descarta que la variacion observada sea producto de
plasticidad fenotipica (Sultan, 2000). Para corroborar y entender mejor la historia evolutiva de
esta especie, se propone llevar a cabo estudios genéticos y filogeograficos que analicen
variedades del norte y sur del continente, asi como un estudio mas detallado de la diversidad

bioldgica del resto de las especies de Cucurbita en todo Peru.

Lo importante no es que marcador genético usamos, sino la pregunta evolutiva.

Los patrones generales de estructura genética de las 24 localidades analizadas de C. moschata
obtenidos con 11 loci de microsatélites nucleares (Herndndez-Rosales et al., 2020) y con 1,797
SNPs son congruentes entre si. Con estos resultados, se puede asegurar que cuando los
marcadores son selectivamente neutros, sin importar si se analizan unos cuantos o miles de ellos,
se pueden hacer estudios evolutivos confiables.

Los microsatélites continian siendo una excelente opcion para desarrollar estudios de
genética de poblaciones e historia demografica. Sin embargo, deben tomarse en cuenta las
siguientes recomendaciones: (/) elegir loci variables y que no presenten altas tasas de alelos
nulos; (2) de preferencia que hayan sido disefiados y que hayan sido probados para la especie que
se desea analizar; (3) se conozca la region dentro del genoma en la que se localizan y que se
asegure que no se encuentre ligados y, (4) asegurar su naturaleza neutra, es decir, que estas
regiones no se encuentren bajo presiones de seleccion. En términos de poder de computo, es
mucho mas sencillo analizarlos porque, ademas de las paqueterias de R, existen varios programas
con interfaz grafica que facilitan su analisis.

En cambio, cuando se pretende entender el papel de la seleccion y su interaccion con las
otras fuerzas evolutivas, la implementacion de SNPs es més adecuada. Estos marcadores se
encuentran distribuidos de manera relativamente homogénea a lo largo del genoma (Escalante et
al., 2014), asi que se pueden identificar facilmente cuando la seleccion natural purificadora o
direccional esta actuando porque comunmente se distinguen bajos niveles de variacion genética.

Por otro lado, cuando zonas el genoma presentan altos niveles de variacion se puede entender que
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la seleccion balanceadora esta favoreciendo a los individuos heterocigos para un locus (Eguiarte
et al., 2013).

Esta tesis presenta un primer analisis para conocer si dentro de nuestros datos obtenidos
mediante tecnologias NGS existen sefiales que indiquen la presencia de loci con sefiales de
seleccion. Los resultados presentados no son concluyentes y se pretende como una meta futura
proxima el realizar pruebas de correlacion con datos ambientales como la que implementan
programas como Bayescenv (de Villemereuil y Gaggiotti, 2015). Los resultados que se obtengan
podran eventualmente ser utilizados con fines de mejoramiento genético y conservacion de los
recursos que representa esta especie.

Finalmente, es de suma importancia recordar que se debe tener un so6lido marco teorico de
la genética de poblaciones para realizar estudios con marcadores genéticos dentro de especies
domesticadas o no. Los resultados deben ser, independientemente el marcador que se analice,

interpretados de manera correcta asumiendo los supuestos que subyacen cada fuerza evolutiva.

Los recursos genéticos de C. moschata.

En México las variedades locales de C. moschata son extensamente consumidas. Pese a que su
uso como hortaliza es poco generalizado, pero la pulpa de sus frutos maduros, que se caracteriza
por ser suave y de sabor dulce, la que es mayormente apreciada para la elaboracion de multiples
platillos dulces y salados. En esta region del mundo la cosecha de los frutos maduros coincide
con las festividades del Dia de Muertos. Uno de los platillos dulces tipicos que se colocan en las
ofrendas es la “calabaza en tacha”, por lo que no es de extranar que este postre se prepare con
dicha especie. El aprecio cultural de las calabazas en México es invaluable.

Las variedades que se cultivan en nuestro pais representan un importante recurso genético
debido a la amplia variacion (morfoldgica y genética) y adaptaciones asociadas a un gradiente
altitudinal que despliegan. La documentacion de las variedades reportadas en este trabajo, asi
como la identificacion de areas de alta diversidad genética permitirdn implementar planes de
manejo y conservacion de estos recursos fitogenéticos adecuados.

La investigacion aqui desarrollada proporciona un mejor entendimiento de la historia
evolutiva de Cucurbita moschata en México y abre la posibilidad de poner a prueba las hipdtesis

propuestas en cada uno de los capitulos presentados.
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Conclusiones generales.

1. El estudio de la diversidad genética, los patrones generales de la genética de poblaciones y la
filogeografia permiten obtener informacion para contribuir en el desarrollo de planes de
conservacion y manejo sostenible de los recursos genéticos de las calabazas. El alcance de los
resultados de esta tesis permitira crear propuestas de conservacion partiendo del conocimiento de

los procesos evolutivos que han modelado la historia de estas especies en México.

2. En México se encontraron dos linajes mitocondriales de C. moschata, asociados a un gradiente
de elevacion, los cuales divergieron hace ~13,000 afios. Este evento de divergencia podria estar
relacionado a la adaptacion a diferentes condiciones ambientales de esta especie lo que permite

entender la amplia distribucion de sus variedades locales.

3. En Veracruz existen localidades cercanas a la region en donde se han encontrado los restos
arqueobotanicos mas antiguos de C. moschata. Aunado a esto, es la localidad con la mayor
diversidad genética a nivel mitocondrial para esta especie. Estos resultados aportan evidencia a la
propuesta de que Mesoamérica es el o uno de los centros de domesticacion de la calabaza de

Castilla.

4. México es uno de los principales centros de diversificacion de C. moschata en vista de su
variacion genética a nivel mitocondrial y nuclear. La diversidad de los recursos genéticos de C.
moschata en esta region se ve representada en dos principales categorias: i) las variedades de
tierras altas y las variedades de tierras bajas y ii) variedades de la Peninsula de Yucatan y
variedades de la region continental de México. La riqueza de formas unicas que despliega esta
especie en México (principalmente en la Peninsula de Yucatan) y hace prioritario el crear bancos

de germoplasma para conservar y resguardar la diversidad de esta especie.

5. La calabacita (C. pepo spp. pepo), la calabaza de castilla (C. moschata) y la calabaza pipiana
(C. argyrosperma spp. argyrosperma) son las tres especies domesticadas del género Cucurbita
mayormente apreciadas en México por su versatilidad como alimento y recurso genético. En los
agroecosistemas tradicionales de México las variedades locales de C. pepo spp. pepo, C.

moschata 'y C. argyrosperma spp. argyrosperma se cultivan juntas, aunque la hibridacion
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espontdnea es posible existen barreras naturales que impiden altos niveles de introgresion entre
especies. El poco flujo genético detectado entre estas especies es una ventaja que permite que se
mantengan como grupos genéticos bien definidos y ayuda a que se conserven los acervos

genéticos de cada una de ellas.

6. El zapallo (C. maxima), la calabaza (C. ficifolia) y el loche (C. moschata) son las tres especies
domesticadas de Cucurbita mayormente cultivadas y consumidas en la region andina del distrito
de Tomayquichua en Pert. Cucurbita ficifolia es la especie mas diversa en su morfologia en esta
region, sin descartar que esta diversidad pudiera ser un reflejo de plasticidad fenotipica, este

resultado apoya la hipotesis del origen andino de esta especie.

7. La metodologia implementada para la identificacion de polimorfismo de una sola base de C.
moschata resultd adecuada. Estos marcadores permitiran realizar andlisis mas sofisticados para
poner a prueba las hipdtesis sobre el origen, domesticacion y diversificacion de esta especie.
Ademas, dado que esta calabaza se cultiva en ambientes contrastantes, con los SNPs sera posible

identificar genes candidatos a estar bajo seleccion.

8. Con el analisis de SNPs neutrales a lo largo de todo el genoma se apoyaron los patrones
generales de diversidad genética previamente descritos en esta tesis en relacion con las
variedades locales de C. moschata se mantienen. La calabaza de castilla en México es en
términos genéticos la segunda especie mas diversa después de C. pepo spp. pepo. Aparentemente
a nivel global, México no es una region de alta diversidad genética para esta especie, sin

embargo, este patron debe tomarse con reserva hasta realizar analisis mas formales.
9. Las calabazas en México y América Latina son un importante recurso genético, su

conservacion y uso sostenible debe priorizarse ya que representan un valor alimentico y cultural

de gran relevancia en el pais.
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PERSPECTIVAS.

1. Para tener un mejor entendimiento de la historia evolutiva de C. moschata se recomienda en el
futuro incluir variedades locales del resto de la distribucion natural de toda la especie, partiendo
desde Centroamérica hasta el sur del continente en los andlisis de filogeografia y de fechamiento
de tiempos de divergencia. También se insiste en llevar a cabo un mayor esfuerzo en la biisqueda
de un posible ancestro silvestre que permitiria definir con mayor claridad el centro de origen y
domesticacion de esta especie. También se sugiere poner a prueba distintos escenarios de la
domesticacion de esta especie considerando a sus especies cercanas del Grupo Argyrosperma.

Tampoco debe descartarse un posible origen hibrido.

ii. Para complementar el estudio de la diversidad de las calabazas cultivadas en México y en
América Latina, se sugiere realizar estudios formales de caracter etnobotanico con énfasis en las
preferencias culturales y criterios de seleccion por parte de los agricultores locales. Esta
informacioén permitird reconocer con mayor precision la distribucion de estos recursos genéticos
en nuestro pais y en el resto de América Latina para generar programas de conservacion y uso

sostenible mas formales.

iii. Considerando las eventuales consecuencias del cambio climatico, los programas de
mejoramiento de cultivos tomardn relevancia inmediata. Sin perder la prioridad de salvaguardar
los reservorios genéticos de cada especie, es necesario reconocer los genes con potencial para el
mejoramiento de cultivos a partir de la identificacion de genes candidatos con sefiales de
seleccion. Se recomienda que se realicen ensayos de hibridacion intra e interspecificos a través de
experimentos controlados en jardines comunes empleando marcadores genéticos bien

identificados.

iv. En el caso de las calabazas del Peru y el resto del continente, se recomienda realizar esfuerzos
por documentar la diversidad genética de las variedades locales que crecen en cada region.

Particularmente la informacion de C. ficifolia es ain limitada, se recomienda que los esfuerzos se
concentren en esta especie dado su posible origen Andino y la gran diversidad morfoldgica que se

ha documentado recientemente en esta region.
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Anexo I: Fechamiento de tiempos de divergencia entre los haplotipos de ADN

mitocondrial de Cucurbita moschata.

Teoria neutra, reloj molecular y teoria de coalescencia.

A partir de los primeros estudios realizados para describir la diversidad genética utilizando
marcadores moleculares (p. ¢j., aloenzimas) se encontrd que existia una gran cantidad de
variacion genética dentro de las poblaciones. Las controversias sobre el origen y el
mantenimiento de dicha variacion no se hicieron esperar, y entre 1960—1970 se desarrollaron dos
hipotesis principales para explicar este hecho. Por un lado, el modelo balanceado atribuye que
solo la seleccion balanceadora es la encargada de mantener la gran mayoria de las variantes
dentro de las poblaciones. Mientras que la teoria neutra atribuye que la mayoria de esas
variantes moleculares son neutras con respecto a la seleccion y por ello la variacion no se asocia a
una adecuacion diferencial (Hedrick, 2005).

Motoo Kimura fue quien desarroll6 la teoria neutra de la evolucion entre 1950-1955, pero
no publico este trabajo hasta 1968. Su teoria tiene dos aspectos principales: i) la seleccion natural
juega un papel menor en la determinacion del mantenimiento de las variantes moleculares —en
otras palabras, las mutaciones son selectivamente neutras porque tienen la misma adecuacion
relativa unas de las otras; y ii) la mayoria de las variantes moleculares son el resultado de la
interaccion entre la mutacion— que genera nuevas variantes— y la deriva genética —que permite
eventualmente su fijacion o pérdida.

El campo de estudio de la evolucion molecular implica el analisis de secuencias de ADN,
ARN y proteinas con el objetivo de dilucidar los procesos y eventos historicos que originan y
mantienen las diferencias entre estas secuencias a lo largo del tiempo (Hamilton, 2009). La teoria
neutra de Kimura dicta las bases del modelo nulo de la evolucion a nivel molecular, la cual
postula que los genes y las proteinas evolucionan a velocidades o tasas relativamente constantes
debido a la deriva genética (Dayan et al., 1989; Futuyma, 2005).

El reloj molecular es un fenémeno que permite datar la divergencia entre especies o
linajes aprovechando que la sustitucion de variantes moleculares se da a tasas constantes. La
teoria neutra predice que las tasas de sustitucion son igual a las tasas de mutacion de un locus
dado (Hedrick, 2005). Entonces, la divergencia entre dos copias de un gen serd igual al nimero
de mutaciones que se han producido a lo largo de las dos ramas de esas copias en la filogenia.

Asi, para los genes que estan acumulando diferencias por deriva, el nimero de diferencias entre
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dos especies es proporcional, en términos generales, al tiempo transcurrido desde su ancestro mas
reciente, por lo tanto, deberia el reloj molecular es la relacion lineal entre el tiempo y la
divergencia, aunque debemos mencionar que hay heterogeneidades en las tasas de substitucion
(Futuyma y Kirkpatrick, 2017). De cualquier manera, el reloj molecular es una herramienta
poderosa que permite estimar el tiempo en que las poblaciones y las especies divergieron, asi
como la diversificacion de familias génicas y el origen de la variacion (Kumar, 2003).

La teoria de coalescencia considera que usualmente es mas facil modelar una genealogia
hacia atrés en el tiempo (Nordborg, 2001). Imaginemos una poblaciéon de tamafio constante en
donde se forman constantemente por mutacion nuevos alelos de los cuales unos se perderan y
otros se fijaran solo por deriva genética. Bajo neutralidad, todas esas nuevas variantes coalescen
en un Unico alelo ancestral, porque todas esas mutaciones ocurren en un tnico punto en el
tiempo. Esta teoria permite entonces visualizar las conexiones filogenéticas entre genotipos o
haplotipos de individuos dentro y entre especies, mediante el analisis de rutas verticales de

descendencia hasta que derivan en un ancestro comun (Véazquez-Dominguez et al., 2009).

Origen de las especies domesticadas.

Muchos estudios evolutivos de domesticacion tienen como parte de sus objetivos dilucidar
cuando se originaron las especies domesticadas. Ayuda mucho cuando se tiene identificado el
pariente silvestre y la ubicacion de las areas geograficas que aportaron los primeros organismos
domesticados. Sin embargo, no es el caso para todas las especies y muchas veces solo se cuenta
con los patrones actuales de distribucion de la variacion genética.

Las primeras técnicas para determinar la antigiiedad de restos arquebotanicos de plantas o
con sindromes tempranos de domesticacion implicaban asignar las fechas equivalentes a los
objetos asociados y localizados dentro de un estrato. Sin embargo, estos fechamientos fueron
duramente criticados debido a sus amplios mérgenes de error. Posteriormente, el desarrollo de
técnicas como la espectrometria de masas ha sido fundamental para fechar de manera mas precisa
los procesos de domesticacion (Parra y Casas, 2007).

La reconstruccion de filogenias moleculares permite identificar las relaciones de
parentesco entre las especies domesticadas y sus parientes silvestres, asi como entre los linajes

dentro de cada especie o taxa domesticado. Estas hipdtesis evolutivas, bajo el marco tedrico de la
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filogeografia, han permitido completar la interpretacion de los estudios arqueologicos enfocados
en rastrear el origen de la agricultura para estudiar los procesos de domesticacion (Zeder, 2006).
Es asi que hoy sabemos que las especies cultivadas han acompafiado a la humanidad
desde hace ya mas de 12,000 afios (Meyer y Purugganan, 2013). La asociaciéon mas antigua entre
humanos y plantas cultivadas aparentemente fue en el Medio Oriente y el Creciente Fértil (lo que
hoy corresponde a la region de Libano, Israel, Palestina, Siria, Irak, el sudeste de Turquia y el
noroeste de Jordania). Posteriormente, hace unos 10,000 afios se domesticaron plantas en
diferentes partes del mundo, como China, Mesoamérica, los Andes, Oceania. Y mas
recientemente se domesticaron otras especies en Africa y el norte de América (6,000—8,000 afios)

(Meyer et al., 2012)

Objetivo general.

Determinar los tiempos de divergencia de los haplotipos mitocondriales de C. moschata y

analizarlos bajo un marco conceptual de evolucion bajo domesticacion.

Métodos.

Se determinaron los tiempos de divergencia entre los haplotipos de C. moschata con las
secuencias amplificadas con los cebadores trnl (UAA)S'-trnF (GAA) (Taberlet et al., 1991) e
identificadas como haplotipos mitocondriales (Genbank: MN381966-MN381976) (Hernandez-
Rosales et al., 2020). También se calcul6 el tiempo de divergencia de esta especie respecto a sus
taxa hermanos, para ello se tomaron cuatro haplotipos mitocondriales de C. argyrosperma spp.
sororia y uno de C. argyrosperma spp. argyrosperma (Genbank: MT040496— MT040508; Tapia,
2020). Como grupo externo se utilizaron tres secuencias de tres subespecies de C. pepo
(Genbank: MN411624; N411621 y N411622; Ruiz Mondragén, 2017). Todas las secuencias se
alinearon manualmente (1,029 pb).

Primero se calculd el modelo de sustitucion que mejor se adaptaba al grupo de secuencias
utilizando el programa jModelTest v 2.1.6 (Darriba et al., 2012). Para datar adecuadamente los
tiempos de divergencia se utilizo el programa BEAST v.1.8.0 (Drummond et al., 2012). El arbol
filogenético se calibr6 usando una distribucion normal y se utiliz6 un punto calculado mediante
reloj molecular basado en el tiempo de divergencia entre C. argyrospermay C. moschata (1.06

Ma [0.29,1.9]; Castellanos-Morales et al., 2018). Se realizaron varias corridas de prueba previas
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para ajustar y afinar los parametros para el andlisis final. Finalmente, se realizaron dos corridas
independientes de 30 millones de generaciones cada una y se descart6 el 10% de burn-in. Se
implementd un modelo de reloj molecular relajado con distribucion LogNormal y un modelo de
tamano poblacional constante.

Con el programa Tracer v 1.7 (Rambaut et al., 2018), se examiné que la convergencia de
los valores fuera estable para cada analisis (probabilidad posterior para la corrida 1 =—-1811.873
y probabilidad posterior para la corrida 2 =—1118.838). Se considerd que cada corrida alcanzaba
la estacionariedad si el tamano efectivo de la muestra, effective simple size (ESS), para cada
pardmetro (incluyendo el reloj molecular) se encontraba en valores superiores a 505. Con el
programa LogCombiner v 1.8.0 se unieron los resultados de ambas corridas y eliminando el 10%
de los arboles como burn-in (1,000 arboles iniciales de cada corrida). Finalmente se obtuvo un
arbol de maxima credibilidad con las fechas de divergencia, maximum clade credibility (MCC),
con el programa TreeAnotator v 1.7 El arbol final se visualiz6 con el programa FigTree v 1.4. 3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Resultados

Las relaciones filogenéticas entre C. moschata, los taxa de C. argyrosperma y los taxa de C. pepo
se mantienen congruentes con los reportados en la literatura (Kates et al., 2017; Castellanos-
Morales et al., 2018; Figura 1).

El analisis de reloj molecular segin BEAST reveld que C. moschata divergié de C.
argyrosperma hace 68,000 anos (0.29-1.9), como se muestra en la Figura 1. Se identific6 que C.
moschata tiene dos principales linajes que habrian divergido en México hace ~13,500 afos (0—
0.26; HPD de 95%). Los linajes corresponden a dos grandes grupos de haplotipos que se
diferencian de acuerdo con los dos haplotipos (A y B) més comunes encontrados en 24
poblaciones de México (ver Herndndez-Rosales et al., 2020). Los haplotipos derivados dentro de

cada uno de estos linajes divergieron mas recientemente entre 8,000—5,100 afios (Figura 1).
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Figura 1. Cronograma de haplotipos de ADN mitocondrial de Cucurbita moschata (A—K) construido con BEAST. Los nimeros romanos sefialan
cada nodo. La edad de cada nodo la probabilidad posterior y el valor de 95% HDP en la tabla en la parte superior izquierda de la figura. El circulo
roio representa el punto de calibracion.
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Discusion y conclusiones.

El analisis de tiempos de divergencia para los haplotipos de C. moschata proporciona una
evidencia mas para sugerir que su origen, domesticacion y diversificacion se llevo a cabo en
Mesoamérica dentro de la region que corresponde a México al menos como un evento.

El tiempo de divergencia entre ambos haplogrupos o linajes de C. moschata (~13,000
afios) es mas antiguo que las fechas de domesticacion para las calabazas determinado a partir de
datos arqueoldgicos (~10,000 afios; Whitaker and Cutler, 1971; Smith, 1997). Los datos
arqueoldgicos mas antiguos registrados para esta especie hasta este momento se han encontrado
en México (Whitaker et al., 1957). Se debe tomar en cuenta que las especies comenzaron a
divergir genéticamente antes de la domesticacion y por ello los restos arqueoldgicos encontrados
debieron haber sido més comunes. Ademads, la region donde se encontraron estos restos
arqueobotéanicos se encuentra muy cercana a la region de mayor diversidad genética a nivel
mitocondrial reportado por Hernandez-Rosales et al. (2020). Conjuntamente los haplotipos
determinados como los mas ancestrales (C y K) también se encuentran en Veracruz.

Las regiones de alta diversidad genética usualmente concuerdan con el centro de
domesticacion de las especies cultivadas, y el caso de C. moschata es muy parecido a lo que se ha
reportado para Campsicum sp., en el que la region de alta diversidad de los chiles domesticados
coincide con el centro de su domesticacion (Kraft et al., 2014).

Aunque aun no se ha identificado al pariente silvestre directamente relacionado a la
domesticacion de esta especie, la distribucion del taxon silvestre mas estrechamente relacionado,
C. argyrosperma spp. sororia, solo se distribuye en Mesoamérica (Sanchez-de la Vega, 2018). Al
mismo tiempo, Tapia (2020) identifico que los haplotipos de C. argyrosperma spp. sororia
filogenéticamente mas relacionados a C. moschata se distribuyen en la vertiente del Pacifico
entre los estados de Guerrero, Chiapas y en el Golfo de México en Veracruz.Otro grupo de
evidencias que apoya su relacion con C. argyrosperma spp. sororia es que C. moschata es capaz
de producir hibridos altamente fértiles con esta especie (Merrick, 1990).

Todas las evidencias anteriores sefialan que el ancestro de C. moschata pudo haber tenido
un origen en Mesoamérica y es posible que C. argyrosperma spp. sororia sea el pariente silvestre
directo.

La divergencia de los haplogrupos de C. moschata en México relacionados a un gradiente

altitudinal es una evidencia para entender su amplia distribucion en distintos ambientes. La
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region de Veracruz (México) representa un posible centro de domesticacion de esta especie.

México es centro un centro de alta diversidad genética.

Perspectivas.

Para tener una mejor comprension respecto al proceso de domesticacion de C. moschata se debe
considerar los siguientes elementos que mejorarian el fechamiento de los haplotipos:

e Integrar poblaciones que representen toda la distribucion de las variedades tradicionales y
razas criollas de la especie, con mayor énfasis en las regiones de Centroamérica y
Sudamérica.

e Analizar la filogeografia de esta C. moschata con un mayor numero de marcadores de
mitocondria y con los SNPs disponibles para las especies del Grupo Argyrosperma.

e Integrar en los andlisis de tiempos de divergencia los haplotipos reportados por Tapia
(2020).

e Calibrar el reloj molecular con datos fosiles. Sin embargo, reconocemos que los registros
fosiles son mucho mas antiguos y no podrian ajustarse adecuadamente a los tiempos de

domesticacion (~12,000 afos).
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