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Resumen

Entre los recursos fitogenéticos mas importantes del mundo se encuentran las
calabazas (Cucurbita spp.). En particular C. pepo, que cuenta con una historia de
domesticacion de al menos 10,000 afios, siendo considerada la calabaza cultivada
con mayor importancia econémica a nivel mundial. En México, C. pepo ssp. pepo
se ha cultivado extensivamente, tanto en el sistema tradicional de cultivo (milpa)
como en cultivos mas tecnificados, y como consecuencia de esto se ha propiciado
un constante flujo genético entre las diferentes regiones de México y entre
variedades de C. pepo tanto comerciales como silvestres. El objetivo de este trabajo
fue caracterizar los niveles de diversidad y estructura genética en loci neutrales de
las diferentes variedades de C. pepo y cultivos de C. pepo subsp. pepo en México
utilizando una aproximacion genémica. Para ello se analizaran datos de tGBS para
14 poblaciones mexicanas (n = 69 plantas); también se analizaron variedades
comerciales de EUA de C. pepo (Black Beauty Zuchinni, Cocozelle, Delicata Honey
Boat, Straightneck y Spaghetti; n = 12), C. pepo subsp. fraterna (n = 8) y C. pepo
subsp. ovifera var. ovifera (n = 6). Se encontrdé que con datos gendémicos (12,881
SNPs) la estructura genética de las diferentes subespecies y variedades de C. pepo
difiere de lo previamente reportado: si bien se mantienen tres grupos genéticos,
estos no se separan segun la clasificacién taxondmica, sino que se definen en
funcion de su cercania evolutiva a C. pepo subsp. fraterna o a C. pepo subsp.
ovifera, 0 a la probabilidad de ser variedades comerciales. También encontramos
que las variedades de C. pepo subsp. pepo cultivadas en México estan siendo
desplazadas por variedades comerciales mejoradas, especialmente en las regiones
del Bajio y norte de México. Las variedades comerciales suelen tener mayor
resistencia a ciertas plagas, ademas de representar un mejor precio en el mercado,
pero su popularidad ponen en riesgo la diversidad genética de las variedades

tradicionales, afectando también el futuro de este valioso recurso fitogenético.



Abstract

Among the most important plant genetic resources in the world are the
pumpkins (Cucurbita spp.). In particular, C. pepo has a history of domestication of
at least 10,000 years and it is considered the pumpkin with greater economic
importance worldwide. In Mexico, C. pepo ssp. pepo is cultivated extensively, both
in the traditional cultivation system (milpa), as well as in more technical crops, and
as a consequence there has been gene flow between different regions of Mexico
and with other varieties of C. pepo, both commercial and wild. The objective of this
thesis was to characterize the levels of diversity and genetic structure in neutral loci
of the different varieties of C. pepo and crops of C. pepo subsp. pepo in Mexico using
a genomic approach. For this, tGBS data for 14 Mexican populations (n = 69 plants)
were analyzed, including also commercial US varieties from C. pepo (Black Beauty
Zuchinni, Cocozelle, Delicata Honey Boat, Straightneck and Spaghetti; n = 12), C.
pepo subsp. fraterna (n = 8) and C. pepo subsp. ovifera var. ovifera (n = 6). We
found whit 12,881 SNPs that the genetic structure of the different subspecies and
varieties of C. pepo differs with genomic data from what was previously reported
using other genetic markers. Although there are three genetic groups, these are not
separated according to the taxonomic classification, but they are defined according
to their proximity to C. pepo subsp. fraterna, or to C. pepo subsp. ovifera, or the
probability of being commercial varieties. We also found that traditional varieties of
C. pepo subsp. pepo grown in Mexico are being displaced by improved commercial
varieties, especially in the Bajio and northern regions of Mexico. Commercial
varieties tend to have greater resistance to various pests, in addition to having a
higher market price, but the genetic diversity of traditional varieties may be at risk,

also affecting the future of this valuable plant genetic resource.



1. Introduccioén

La domesticacion no es un evento instantdneo en el que un organismo silvestre se
transforma repentinamente en domesticado. Mas bien es un largo proceso de
seleccidon consciente o inconsciente realizado por los humanos para hacer a los
organismos mas benéficos para un uso posterior. Incluso se ha sugerido que el
concepto de domesticacion se puede aplicar al manejo del mismo ambiente (Casas
et al., 1996; Gepts y Papa, 2003; Kareiva et al., 2007; Smith y Zeder, 2013; Zeder,
2015). Podemos considerar a este proceso en términos de un mutualismo entre el
domesticador y la especie domesticada, ya que ambas poblaciones asociadas con
el tiempo se vuelven cada vez mas interdependientes (Zeder et al., 2006).

Durante milenios y hasta el presente las comunidades rurales han realizado
un uso de los recursos que tienen a su disposicion. Estas practicas normalmente se
incluyen en una categoria general de aprovechamiento de los recursos denominado
forrajeo, la cual implica la recoleccién de productos naturales dentro de su habitat
(Gonzalez-Insuasti y Caballero, 2007; Casas et al., 2017). Esta practica puede ser
eventual o sistematica, circunstancial o planificada, aleatoria o siguiendo una
estrategia, manual o involucrando herramientas, generalizada o selectiva. Y cada
forma de forrajeo es clave para entender los factores que pueden llegar a detonar

el manejo de los recursos (Casas et al., 2017).

En México, podemos identificar un amplio espectro de formas de manejo, los
cuales presentan dos categorias generales, el manejo in situ y el manejo ex situ. La
primera forma de manejo ocurre en el lugar donde se encuentran originalmente las
plantas. Bajo este manejo, las personas pueden realizar una recoleccion,
proteccion, tolerancia o incluso promocién del recurso deseado, de tal forma que
con el tiempo las caracteristicas de este recurso van cambiando. En la segunda, el
manejo ocurre fuera del ambito natural, en lugares artificiales como los huertos,
campos de cultivo y bancos de semillas donde la gente lleva numerosos ejemplares

de plantas (Blancas et al., 2010; Casas et al., 2017).

Fuera de estas formas de manejo, podemos decir que en general una vez

que se inicia el proceso de domesticacion, a través de la seleccion artificial se



incrementa la frecuencia de las caracteristicas deseables de los individuos
seleccionados. Estos fenotipos de domesticacion son rasgos que se seleccionan
durante la transformacion inicial y el establecimiento de las nuevas variedades
domesticadas a partir de su ancestro silvestre. La seleccion gradual de estos
caracteres produce cambios morfolégicos vy fisiolégicos importantes, por lo que a
menudo las plantas de cultivo se vuelven bastante diferentes de sus progenitores
silvestres y, en los casos mas extremos de domesticacion, las plantas no pueden
ya sobrevivir sin la intervencion humana (Gepts y Papa, 2003; Meyer y Purugganan,
2013; Zizumbo-Villarreal, 1993).

A este fendmeno se le conoce como sindrome de domesticacion, donde los
rasgos que se seleccionaron o se siguen seleccionando porque confieren
adaptacion a un ambiente cultivado, a menudo incluyen la pérdida de latencia,
aumento en el tamafio de las semillas, cambios en la arquitectura de los brotes
reproductivos, habitos de crecimiento mas compacto y menos ramificado, mayor
produccion o aumento de tamafio en frutos, y rasgos adicionales que complacen al
consumidor a través de la novedad por ejemplo, pigmentacion, mejor sabor, menor
toxicidad o usos adicionales (Gepts, 2014; Gepts y Papa, 2003; Meyer y
Purugganan, 2013; Zeder, 2006; Zeder et al., 2006).

El proceso de domesticacion consta de cuatro etapas: 1) manejo, donde
existe una administracion in situ de los recursos por parte de los humanos, y se
lleva a cabo una recoleccién de poblaciones de plantas silvestres antes de un cultivo
formal; 2) cultivo intencional de las plantas silvestres por parte de los humanos; 3)
expansion geografica de las poblaciones domesticadas, implicando a menudo la
adaptacion a nuevos entornos, y 4) reproduccion deliberada de los individuos ya

domesticados (Meyer y Purugganan, 2013; Gaut et al., 2018).

Durante las primeras dos etapas, la relacion entre el humano y los
organismos en proceso de domesticacion es débil, y podemos esperar frecuentes
cruces entre los organismos seleccionados y sus formas silvestres. En teoria, lo
anterior permite a las poblaciones superar el cuello de botella de domesticacién y

simultaneamente aumenta la frecuencia de alelos de domesticacion. En las Gltimas



dos etapas, el control del humano sobre de los eventos reproductivos de los
organismos seleccionados va aumentando, por lo que aumenta la dependencia de

los cultivos (Meyer y Purugganan, 2013; Gaut et al., 2018).

Aunque los detalles de como es que se seleccionan las caracteristicas
deseadas durante la domesticacion son poco conocidas (Sang y Ge, 2007;
Sweeney y McCouch, 2007), se ha observado que en muchos cultivos existe una
menor variacion genética que en su ancestro silvestre (Gerbault et al., 2014), esto
debido a que por lo general la domesticacién inicia con unos pocos individuos de la
especie (Gepts, 2014; Gerbault et al., 2014). Ejemplo de esto lo podemos ver en
cultivos de gran importancia a nivel mundial como la cebada (Morrell et al., 2014),
el trigo (Huang et al., 2002; Luo et al., 2007; Wirschum et al., 2013; Avni et al.,
2017), el arroz (Song et al., 2003; Gao, 2004; Gatrris et al., 2005; Song et al., 2005),
la soya (Lam et al.,, 2010), las lentejas (Alo et al.,, 2011), o lineas endégamas
Europeas de maiz (Frascaroli et al., 2013) (Tabla 1). Sin embargo, esto no siempre

es la regla a seguir.

En cultivos Mesoamericanos se ha observado que la diversidad genética de
las especies cultivadas en sistemas de cultivo tradicionales presentan una
diversidad genética similar a la del pariente silvestre. Ejemplo de esto lo podemos
ver en el chile (Rodriguez et al., 1999; Votava et al., 2006; Aguillar-Meléndez et al.,
2009), el jitomate (Labate et al., 2009 ; Bauchet y Causse, 2012), el frijol (Zizumbo-
Villarreal et al., 2005; Mamidi et al., 2011; Blair et al., 2013; Mduller et al., 2015; M.
Rodriguez et al., 2016;), el maiz (Hufford et al., 2013), o el epazote (Blanckaert et
al., 2012) (Tabla 1).

A medida que la ciencia ha avanzado, los enfoques genémicos se han vuelto
especialmente importantes en el estudio de la domesticacion (Verde et al., 2013;
Aguirre-Liguori et al., 2017; Guerra-Garcia et al., 2017; Fustier et al., 2017), ya que
permiten la secuenciacion de multiples genotipos a un costo relativamente bajo,
ampliando asi los horizontes de investigacion, proporcionado una vision mas amplia

sobre los efectos de la domesticacion en la diversidad genética (Gepts, 2014).



Tabla 1. Comparacién de la diversidad genética reportada para diferentes cultivos y sus variedades

silvestres.
Noml:fre Nombre cientifico E_stlmgdor Silvestres Cultivados Autor
comun diversidad
Cebada Hordeum vulgare Bw 0.0069 0.0056 Morrell et al., 2014
T Triti id He 0.161 0.131 Luo et al., 2007
rigo riticum turgidum ™ 0.0011 0.0013 Avni et al., 2017
Oryza sativa He - 0.7 Garris et al., 2005
Arroz He 0.48 - Song et al., 2003
Oryza rufipogo He 0.64 - Gao 2004
He 0.413 - Song et al., 2005
Soya Glycine max Bw 0.00296 0.00189 Lam et al., 2010
Lentejas Lens culinaris Bw 0.00951 0.00313 Alo et al., 2011
Chile Capsicum annuum Bw 0.0028 0.00255 Aguilar-Meléndez et al., 2009
Jitomate  Solanum lycopersicum Bw 0.0016 0.0017 Labate et al., 2009
He 0.240 0.26 Zizumbo-Villarreal et al., 2005
- . Bw 0.0086 0.0084 Mamidi et al., 2011
Frijol Phaseolus vulgaris He 0.260 0.157 Rodriguez et al., 2016
He 0.088 0.168 Muller et al., 2015
Maiz Zea mays He 0.196 0.292 Hufford et al., 2013

1.1 Métodos de secuenciacidon masiva

Uno de los principales objetivos de la biologia es ligar la variacion genotipica con la
variacion fenotipica. Esto ha sido principalmente importante en los estudios con
plantas domesticadas, ya que nos permite encontrar cuales son los genes que estan

relacionados a las caracteristicas que se estan seleccionando.

Desde el descubrimiento del DNA, se ha innovado en tecnologias que
permitan obtener conjuntos de datos mas grandes a bajos costos para responder a
las complejas preguntas bioldgicas, surgiendo asi en la década de los 2000 la
secuenciacion de nueva generacion (NGS), o métodos se secuenciacion paralela
masiva (Goodwin et al., 2016). Estas técnicas tienen como ventaja que generan
datos de secuencias que no requieren datos previos de los marcadores especificos
(como puede ser el disefio de primers), lo que reduce el sesgo de verificacion
inherente en muchos otros enfoques de genotipificacion basados en PCR o
hibridacibn que estdn disefiados para detectar un conjunto predefinido de
marcadores (Mardis, 2011; Egan et al., 2012; Ott et al., 2017).

De esta manera, actualmente existen diferentes plataformas de

secuenciacion las cuales involucrar diferentes estrategias para preparar las
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bibliotecas para la secuenciacion, asi como para detectar la sefial y finalmente para
leer la secuencias de DNA (Buermans y den Dunnen, 2014). De las mas usadas
son aquellas que requieren una amplificacion clonal local de las moléculas de DNA
a secuenciar, esto para aumentar la sefial de cada base, ya que los sistemas no
son lo suficientemente sensibles como para detectar la extension de una base en el

nivel individual (Mitra y Church, 1999; Buermans y den Dunnen, 2014).

Una de estas plataformas de secuenciacion es lllumina, anteriormente
conocida como Solexa, la cual utliza nucleétidos marcados con moléculas
fluorescentes que se agrupan en esferas de DNA, las cuales se leen a través de
una celda de flujo. Durante la secuenciacion, en las esferas de DNA en la celda de
flujo se lee un nucledtido a la vez en ciclos repetitivos. En circunstancias ideales,
todas las bases dentro de un grupo se extenderan en fase. Sin embargo, una
pequefia parte de las moléculas no se extienden adecuadamente, y a lo largo de
muchos ciclos, estos errores se acumulan, lo que provoca una disminucion de la

calidad hacia los extremos de las lecturas (Bentley et al., 2008).

Dependiendo de la plataforma lllumina que se utilice, se puede obtener hasta
600 Gb de lecturas de 100 pb en 12 dias (HiSeq2000/2500), o 15 Gb de lecturas
de 300 pb en 65 horas (MiSeq) (Buermans y den Dunnen, 2014).

Otra plataforma de secuenciacion muy usada es lon Torrent, la cual se basa
en la amplificacion mediante PCR de emulsion de perlas de DNA con nucleotidos
sin ningln marcaje. La deteccion se realiza a través del ion H+ generado durante la
incorporacion de nucleétidos, utilizando sensores de pH en cada pozo de la placa
de secuenciacion. En contraste con el método de lllumina, los dNTP utilizados no
estan bloqueados y cuando en la placa se tiene un tramo de homopolimero, se
extenderd todo el tramo de bases idénticas, lo que provocard un cambio de pH mas
fuerte. Debido a que no estan terminados, las corridas de homopolimeros dan como
resultado multiples incorporaciones, que no tienen una sefal estrictamente lineal,
por lo que esta plataforma de secuenciacion presenta un problema sistematico con
los homopolimeros. Sin embargo, con esta plataforma se pueden obtener de 1.5 a

5 Gb de lecturas de 200-400 pb en solo 4 horas (Buermans y den Dunnen, 2014).



1.2 Preparacion de librerias

La forma més completa de genotipado es la resecuenciacion completa de los
genomas de individuos de interés a una profundidad suficiente para identificar
polimorfismos. Sin embargo, para muchas especies eucariotas, este enfoque
todavia tiene un costo muy elevado dado al tamafio de su genoma. Por ello, se han
desarrollado varias estrategias de reduccion del genoma para dirigir la
secuenciacion a solo un subconjunto del genoma de los organismos, lo que reduce
la cantidad total de datos de secuencia necesarios por individuo (Lopez de Heredia,
2016).

Una de las primeras técnicas de reduccion de genomay de las mas populares
es la secuenciacion de marcadores de DNA asociados a sitios de restriccion
(RADseq) (Lopez de Heredia, 2016). En esta técnica la reduccion del genoma se
consigue mediante el uso de endonucleasas de restriccion, que son enzimas que
reconocen un patron especifico de bases en las secuencias de DNA y fragmentan
la doble hélice en sitios especificos de cuatro a ocho nucleotidos, denominados
dianas o blancos de restriccion. Las lecturas van a cubrir los dos lados de la diana
de restriccion, y pueden ser simples o pareadas (Davey y Blaxter, 2010). Las dianas
de restriccion de la secuencia de DNA que se buscan con RADseq son poco
frecuentes, de manera que el nimero de fragmentos que se producen sea tratable
para una plataforma de secuenciacion y no se genere un nimero elevado de datos

faltantes por locus e individuo (Ott et al., 2017).

Hoy en dia existen numerosas modificaciones de la técnica RADseq original,
gue permiten optimizar la obtencién de marcadores genémicos a costos razonables,
aumentando el niumero de individuos que se pueden analizar, mientras se reduce el
volumen de datos faltantes o se minimizan las tasas de error (Beissinger et al., 2013;
Lépez de Heredia, 2016).

De las més usadas es la técnica de genotipado simple por secuenciacion
(GBS), la cual se desarroll6 para estudios de mapeo genético en maiz (Elshire et

al., 2011). Es muy similar a la técnica original, pero modula la composicion del



barcode utilizando nucle6tidos degenerados para minimizar el error en la
identificacion de los loci secuenciados. La técnica de GBS consiste en la utilizacion
de endonucleasas de restriccion resistentes a metilacion, de manera que se evitan
regiones repetitivas del genoma, aumentando la profundidad de secuenciacién de
regiones con un bajo numero de copias (Elshire et al., 2011; Lépez de Heredia,
2016).

Sin embargo, la técnica convencional de GBS también presenta altas tasas
de datos faltantes y errores de genotipado, particularmente en sitios heterocigotos,
por lo que surgié una modificacion a esta denominada tGBS (Ott et al., 2017). En
este método se emplean dos enzimas de restriccion para generar salientes en
orientaciones opuestas a las que se ligan los oligos (de una sola hebra) en lugar de
los adaptadores (de doble hebra). De tal forma que solo los fragmentos de doble
digestion son amplificados y secuenciados. Ademas, el uso de oligos evita la
necesidad de preparar adaptadores y los problemas asociados con el ligamiento
entre los mismos adaptadores (Ott et al., 2017). En la preparacion de las librerias
se emplean cebadores selectivos, donde se pueden usar de 1 a 4 sitios
degenerados durante la etapa de PCR. Esto permite una reduccién adicional del
genoma, por lo que hay mas lecturas por sitio disponibles para el llamado de SNPs.
Por lo tanto, en comparacién con GBS, la técnica de tGBS ofrece una mayor
precision en los llamados de SNP (> 97-99%), incluso en sitios heterocigotos, una
menor tasa de datos faltantes por marcador en una poblacién de muestras y una

mejor deteccién de alelos raros (Ott et al., 2017).

1.3 Relevancia del proyecto

Los datos genéticos han demostrado ser un recurso poderoso para extraer
inferencias sobre cuestiones relacionadas con el origen geogréfico de los cultivos,
el numero de eventos de domesticacion independientes para una determinada
especie de cultivo y hace cuanto tiempo ocurrieron, los cambios moleculares

especificos que subyacen a los rasgos de domesticacion y la naturaleza de la



seleccion artificial durante la domesticacion y el cultivo posterior (Gross y Olsen,
2010).

De los cultivos domesticados con mayor importancia en Ameérica se
encuentran las calabazas (Cucurbita spp.), cuya domesticacion inici6 hace unos
10,000 afios, convirtiéndola en una de las especies domesticadas mas antiguas de
la historia de la humanidad (Smith, 1997). Dentro del género, C. pepo es la calabaza
econdmicamente mas importante a nivel mundial, ya que es la especie con la mayor
cantidad de variedades comerciales y la que puede ser cultivada en una mayor
cantidad de ambientes (Nee, 1990; Decker-Walters et al., 1993; Paris, 2000).

Ademas, C. pepo fue una de las primeras especies cultivadas en México, y
desde entonces se ha cultivado y manejado en casi todas sus regiones agricolas
bajo el sistema tradicional de cultivo conocido como milpa, lo que trajo como
consecuencia el desarrollo de diversidad genética almacenada en las variedades

locales (Sanchez de la Vega, 2017).

Recientemente, la milpa se ha ido desplazando por sistemas de cultivo mas
tecnificados, donde solo se permite crecimiento de las variedades de calabazas
comerciales, y se erradican mediante incineracion todos aquellos frutos que no
presenten el fenotipo comercial deseado por el agricultor. Esto podria traer consigo
una disminucién en la diversidad genética de las variedades locales, haciéndolas
susceptibles a la extincién (Kirkpatrick y Wilson, 1988; Quesada et al., 1996; Decker-
Walters et al., 2002; Cohen et al., 2003; Arriaga et al., 2006; Laughlin et al., 2009;

Formisano et al., 2010).

A pesar de la gran diversidad que tienen los cultivos tradicionales de calabaza
en México, en la mayoria de los estudios previos donde se analiza la diversidad
genética de C. pepo estan pobremente representadas las poblaciones mexicanas,
por lo que este estudio es el primero en analizar la diversidad a nivel genémico de
las poblaciones criollas de este importante recurso fitogenético. Siendo esto el
primer paso para conocer los genes asociados a las adaptaciones locales a las

condiciones ecoldgicas y climaticas locales de donde crecen, los cuales permitirian
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mejorar los cultivos de calabazas para adaptarlos a las condiciones ambientales

generadas por el cambio climético, mejorando asi la productividad futura.
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2. Especie de estudio
2.1 Importancia del género

El género Cucurbita es nativo de América y es conocido por sus especies cultivadas,
las cuales en los paises de habla hispana son comunmente conocidas con nombres
como "calabazas" o "zapallos", o mediante numerosos nombres en lenguas
indigenas, mientras que en los paises anglosajones se les denomina "squashes”,
"pumpkins” o "gourds” (Lira-Saade, 1995; OCDE, 2012; Paris, 2018). Se caracteriza
por tener plantas monoicas, rastreras, trepadoras o subarbustivas en algunas formas
cultivadas (Lira-Saade, 1995).

2.2 Generalidades taxonomicas.

Las especies silvestres y cultivadas de Cucurbita son plantas monoicas, rastreras,
trepadoras o subarbustivas en algunas formas cultivadas. Sus flores son gamopétalas
con corolas tubular-campanuladas, muy vistosas, de color amarillo palido a amarillo-

anaranjado brillante (Lira-Saade, 1995).

Las flores de las especies de Cucurbita abren muy temprano por la mafana y
son polinizadas por especies de abejas solitarias de los géneros Peponapis y
Xenoglossa (Hurd y Linsley, 1964, 1966, 1967; Hurd et al., 1971), aunque también

son polinizadas por otras especies, en particular la abeja europea, Apis mellifera.

Los frutos son del tipo pepo, nombre aplicado a frutos grandes, redondos y
comestible de las cucurbitaceas (Paris, 2018), y en las plantas cultivadas se producen
en una gran diversidad de formas, tamafios, colores, tipos de superficies etc.,
mientras que en las plantas silvestres son relativamente uniformes en cuanto a su
forma (globosos, ovoides o raramente piriformes), superficie (generalmente lisa 0 sin
ornamentaciones), coloracién (blancos, amarillentos o verdes con o sin manchas y/o
franjas) y de tamafio comparativamente pequefio. Actualmente se reconoce que el
género Cucurbita cuenta con un total de 20 taxa, de los cuales C. pepo, C. ficifolia,
C. moschata, C. maxima y C. argyrosperma cuentan con variedades cultivadas
(Lira-Saade, 1995).
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2.3 Cucurbita pepo

Cucurbita pepo es tal vez la especie mas estudiada del género; cuenta con tres
subespecies ampliamente reconocidas basadas en datos taxondmicos y genéticos
(Wilson et al., 1992; Lira-Saade, 1995; Gong et al., 2012). Cucurbita pepo subsp.
fraterna que no tiene parientes domesticados conocidos — aunque diversos autores
han sugerido que podria tratarse del pariente silvestre de C. pepo subsp. pepo
(Andres, 1987; Castellanos-Morales et al., 2018, 2019); C. pepo subsp. ovifera,
también conocida como subespecie texana, tiene dos variedades silvestres (C.
pepo subsp. ovifera var. texana y C. pepo subsp. ovifera var. ozarkana) y una
variedad cultivada (C. pepo subsp. ovifera var. ovifera), la cual se ha derivado de C.
pepo subsp. ovifera var. ozarkana (Nesom, 2011); y C. pepo subsp. pepo, para la
cual no se conoce un ancestro silvestre directo, pero abarca la mayor parte del
germoplasma cultivado (Lira-Saade, 1995; Paris et al., 2003; Gong et al., 2012;
OCDE, 2012; Paris, 2018). Teppner (2000) propuso una cuarta subespecie, C. pepo
subsp. gumala, la cual se considera muy relacionada C. pepo subsp pepo. C. pepo
subsp. gumala son calabazas cultivadas aparentemente autoctonas de Guatemala
y el sur de México adyacente. Teppner (2000) observo que los frutos de C. pepo
subsp. gumala son similares a los restos de C. pepo de la cueva de Guila Naquitz
en Oaxaca (Smith, 1997), por lo que se considera que esta subespecie puede ser
similar a la forma silvestre ancestral C. pepo subsp pepo, ya que sus frutos son
relativamente pequefios con 13 a 20 cm de diametro, depresién-globosa, y cascara

extremadamente gruesa, maduracion naranja-amarilla y pulpa naranja.

2.3.1 Caracteristicas morfolégicas de las variedades silvestres

Las variedades silvestres de Cucurbita pepo son enredaderas herbaceas, de ramas
multiples, procumbentes o trepadoras, que tienen tallos delgados en los cuales las
hojas estan dispuestas alternativamente (Lira-Saade, 1995; OCDE, 2012; Paris,
1989, 2016). Las laminas palmeadas, usualmente pentalobuladas tienen una

longitud de 12 a 15 cm y se extienden sobre peciolos casi tan largos como ellos
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mismos, y en las coyunturas de los peciolos con tallos (axilas foliares) surgen

zarcillos, capullos de flores y primordios de raiz (Lira-Saade, 1995; OCDE, 2012).

Las flores pistiladas crecen rapidamente, llegando a la antesis mas rapido
que las flores estaminadas. Las corolas son de color naranja-amarillo, de 8 a 12 cm
de ancho, y constan de cinco o, a veces, seis pétalos parcialmente fusionados (Lira-
Saade, 1995; OCDE, 2012).

Los frutos de la variedades silvestre presentan una variacion bastante
modesta en forma y color, son pequefios, de 3.5 a 8.0 cm de diametro, redondos,
con exocarpio verde cuando estan frescos, y usualmente con 10 franjas oscuras
anchas orientadas longitudinalmente que alternan con 10 franjas de luz estrechas
gue se corresponden con las posiciones de las 10 vias de la vena carpular principal
subyacentes. Las franjas anchas y oscuras contribuyen con los fotosintatos al
desarrollo de la fruta (Bazzaz, 1979). Las cascaras estan lignificadas y la pulpa de
la fruta es invariablemente delgada, fibrosa, de color claro o pélida, generalmente
amarga, y se deseca después de la madurez de la semilla, aproximadamente 50

dias después de la antesis (Paris y Nerson, 2003).

Dentro de los frutos, estan las semillas que son pequefias y ovaladas, de 8 a
11 mm de largoy 1 a 2 mm de grosor, que a menudo suman 200 a 300. Las frutas
silvestres de calabaza pueden permanecer intactas durante bastante tiempo
después de que la planta haya muerto, esencialmente convirtiéndose en bolsas de
semillas, que consisten simplemente en una céscara delgada que encierra las

semillas (Paris y Nerson, 2003).

2.3.2 Caracteristicas morfolégicas de las variedades cultivadas

Las variedades cultivadas de C. pepo crecen en una gran diversidad de ambientes
(Kates et al., 2017). Son de las calabazas mas tolerantes a bajas temperaturas
(Paris, 2018) y asi presentan un amplio rango altitudinal que va de 1,000-2,800
msnm, creciendo en ambientes con climas templados a frios y en zonas célidas de
baja altitud (Montes, 2002; Villanueva, 2007; Velasco y Juarez, 2009).
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Son enredaderas herbaceas rastreras, trepadoras o algunas veces de habito
subarbustivo. Presenta una raiz principal que alcanza un gran desarrollo en
comparacion con las raices secundarias que la acompafan. Los tallos presentan
dominancia apical, con forma cilindrica, asperos al contacto, angulosos y sulcados.
Las hojas grandes y palmeadas de 20 a 30 cm de largo, de color verde que parten
directamente del tallo a través del peciolo de manera helicoidal y alterna. El limbo
presenta una cara superior suave al tacto y una cara inferior muy aspera, con pelos
cortos y fuertes. El borde de la hoja esta dentado y con 3 a 5 Iébulos profundos
lobuladas o sectadas. El peciolo es largo, hueco y consistente, tiene pelos rigidos
en la superficie, por lo que es muy aspero al tacto (Lira-Saade, 1995).

Son monoicas, con flores grandes, de color amarillo intenso y con forma
acampanada, que se disponen alrededor del tallo al que se unen por un largo
pedunculo (Lira-Saade, 1995). Las flores estaminadas presentes en pedicelos
delgados de 6 a 15 cm de largo; con receptaculo acompafiado, ligeramente
constrefiida por debajo de los sépalos; corola con 5 divisiones hasta casi la mitad
de su longitud total. Las flores pistiladas sobre pedicelos robustos, sulcados, 2 a 5
cm de largo; ovario de muy diversas formas (globoso, ovoide, cilindrico o raramente
piriforme 0 mas o menos turbaniforme), con receptaculo muy reducido (Lira-Saade,
1995). Cada flor se abre una vez antes del amanecer y se cierra al medio dia,

periodo en el cual es visitada por las abejas (Scott, 1934; Whitaker y Davis, 1962).

Los frutos de Cucurbita pepo cultivados son muy diversos en tamafio, forma,
tamafio y color (Paris, 2000). Las frutas pueden pesar mas de 25 kg., van desde
redondas hasta extremadamente largas y planas, y tienen costillas longitudinales,
surcos, ranuras o crestas. Los colores de las frutas incluyen verde, naranja y
amarillo, que pueden variar en intensidad de vivido a palido y en la oscuridad de
casi negro a casi blanco. Los patrones de color incluyen rayas longitudinales en un
rango de amplitud y contigliidad, y moteado, asi como el patron bicolor latitudinal,
de manera que una sola fruta puede tener cuatro colores en su superficie. El color
interior puede variar desde blanco verdoso hasta amarillo intenso o naranja. Las

semillas varian de 8 a 25 cm de longitud y de 1.5 a 2.5 veces mas largas que anchas,
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pero su color es invariablemente beige (Lira-Saade, 1995; Paris, 2001; Paris et al.,
2012).

2.4 Historia de domesticacion de Cucurbita
2.4.1 Descubrimientos arqueologicos

La domesticacion de plantas en Mesoamérica se desarrollé en un agroecosistema
de cultivo muy caracteristico conocido como milpa (Lozada-Aranda et al., 2017).
Este sistema se caracteriza por ser un policultivo, donde coexisten diferentes
plantas, principalmente maiz (Zea mays), frijol (Phaseolus spp.) y calabaza
(Cucurbita spp.) y otras como tomate (Solanum lycopersicum), chile (Capsicum
annuum), quelites, etc. Las calabazas, en particular C. pepo, fueron unas de las
primeras especies que se domesticaron en Mesoamérica, con una historia de
domesticacion de al menos 10,000 afios en el sur de México (Whitaker y Cutler,
1971; Lira-Saade y Montes-Hernandez, 1994; Smith, 1997), 12,000 afios para
Ecuador (Piperno y Stothert, 2003) y 9,240 a 5,500 afios en Peru (Dillehay et al.,
2007), y al menos cinco especies diferentes de Cucurbita domesticadas, ya que era
una fuente importante de alimento y con las que aparentemente existia un gran
comercio (Nee, 1990; Sauer, 1950).

Dentro de las especies de calabazas domesticadas destaca C. pepo, que
presenta la mas amplia gama de habitats de crecimiento, ademas de ser el taxon
mas cultivado (Nee, 1990) y la especie de calabaza con mayor importancia
econémica y mas cultivada a nivel mundial (Decker-Walters et al., 1993; Hernandez-
Bermejo, 1994; OCDE, 2012).

Existen cuatro principales grupos de restos arqueoldgicos que nos dan pistas
sobre la historia de domesticacion de C. pepo. El primero y con mayor importancia
en México para estudios de domesticacion es la cueva de Guila Naquitz en el Valle
de Oaxaca, donde se encontraron los restos fosiles mas antiguos de calabazas
(Flannery, 1986). La mayoria de estos restos datan de 8,400 A.P. (Whitaker y Cutler,
1971), y han sido identificacion como pertenecientes a C. pepo con base en una
serie de caracteristicas morfolégicas distintivas, como el tamafio de la semilla
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(Whitaker y Cutler, 1971; 1986; Smith, 1997; Zeder et al., 2006). Estos hallazgos
indican que la especie C. pepo pudo haber sido domesticada por los primeros
habitantes de Guila Naquitz hace aproximadamente 10,000 afios, quienes
cosechaban tanto las calabazas silvestres del género Cucurbita como la especie
domesticada C. pepo (Smith, 1997; Zeder et al., 2006).

El segundo grupo de restos arqueoldgicos son del valle de Tehuacan, Puebla,
donde en la cueva de Coxcatlan, zona XIV, se encontré un solo espécimen de
semilla de C. pepo que data de la fase de El Riego de aproximadamente 5,000 afios
de antigiiedad, probablemente proveniente de una calabaza silvestre cercana al
sitio (Byers, 1967). La semilla de la cueva de Coxcatlan es ligeramente mas

pequefia que cualquiera de los especimenes de Ocampo (Byers, 1967).

El tercer grupo de restos es de hace alrededor de 6,000-5,200 afios en el
estado de Tamaulipas, al noreste de México en las cuevas de las regiones de
Infiernillo y Ocampo, donde se han encontrado fragmentos de semillas, pedunculos
y corteza de C. pepo (Hanselka, 2017). Dichos restos se localizaron a menos de 80
km de las poblaciones actuales de la variedad silvestre y posible ancestro C. pepo
subsp. fraterna (Smith, 1997).

El cuarto grupo de hallazgos se encontr6 en Phillips Spring Site, cerca del rio
Terre Pomme en el centro oeste de Missouri, EUA (Kay et al., 1980), donde se han
descubierto restos de semillas y pedunculos de C. pepo que datan de hace
aproximadamente 4,300 afios A.P. (Kay et al., 1980; King, 1985; Decker, 1988;
Decker-Walters et al., 1990; Wilson et al., 1992; Lira-Saade y Montes-Hernandez,
1994; Paris et al., 2003; Paris et al., 2003; Sanjur et al., 2002; Zeder et al., 2006;
Gong et al., 2012)

Dada la distancia geogréfica y temporal de estas cuevas y sus restos fosiles,
ademas de la amplia distribucion geogréfica que tiene C. pepo, se ha propuesto que
fue domesticada mas de una vez por diferentes pueblos indigenas que habitaban
en zonas geograficas muy dispersas, y con diferentes propésitos (Whitaker y Carter,
1946).
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Las evidencias arqueolégicas y biologicas indica dos eventos de
domesticacién independientes para esta especie (Decker, 1988; Wilson et al., 1992;
Decker et al., 1993; Ferriol et al., 2003; Paris et al., 2003; Sanjur et al., 2002; Gong
et al., 2012; Castellanos-Morales et al., 2018). Una domesticacion en el sureste de
Estados Unidos corresponde a C. pepo subsp. ovifera var. ovifera, cuyo ancestro
silvestre fue C. pepo subsp. ovifera var. texana (Smith, 2006). La otra domesticacion
de C. pepo subsp. pepo sucedié en México, tal vez en el sureste, cuyo ancestro
silvestre se desconoce (Smith, 1997; Sanjur et al., 2002), aunque algunos autores
han sugerido que el pariente silvestre de C. pepo subsp. pepo es C. pepo subsp.
fraterna (Andres, 1987; Castellanos-Morales et al., 2018, 2019). Analisis genéticos
basados en secuencias de cloroplasto y en loci de microsatélites nucleares
recientes sugieren que C. pepo subsp. fraterna es el probable ancestro silvestre de
C. pepo subsp. pepo, con una subsiguiente y constante hibridacion con C. pepo
subsp. ovifera, lo que da una sefal confusa para la identificacion del ancestro

silvestre de C. pepo subsp. pepo (Castellanos-Morales et al., 2019).

2.4.2 Sindrome de domesticacion

Los restos de calabazas hallados en la cueva de Guila Naquitz, del mas antiguo al
mas joven, muestran cambios graduales en las caracteristicas morfolégicas de
éstas, como aumento constante en el grosor de la corteza, en el tamafio de la
semilla, y en el diametro del pedinculo (Smith, 1997; Zeder et al., 2006). Estos
cambios parecen indicar que los seres humanos estaban seleccionando
deliberadamente ciertas caracteristicas de la fruta en C. pepo hace de 7,000 a
10,000 afios (Whitaker y Cutler, 1971; Lira-Saade y Montes-Hernandez, 1994;
Smith, 1997).

Estos hallazgos han sugerido que la domesticacion de las calabazas
probablemente se inicié porque la forma esférica y rayada de los frutos atrajeron a
los primeros cazadores-recolectores (Nee, 1990), los cuales en un principio
consumian solo las semillas, que se limpian facilmente del tejido placentario, donde

se encuentra la cucurbitacina que da el sabor amargo que caracteriza a las
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calabazas silvestres (Whitaker y Cutler, 1965, Lira-Saade y Montes-Hernandez,
1994).

Posteriormente, por encuentros ocasionales con frutos no-amargos que
facilitaron su consumo, se dio la crianza de plantas con frutos no-amargos, siendo
un paso importante en la domesticacion de las calabazas, ya que la pulpa de los
frutos maduros de las plantas silvestres, ademas de ser amarga, es delgada, fibrosa
y se deseca rapidamente. Por lo tanto, la carne de la fruta madura probablemente
se convirti6 en una fuente de alimento solo después de pasos adicionales en el

proceso de domesticacion (Paris, 2018).

2.5 Trabajos previos de diversidad y estructura genética en C. pepo

El primer estudio genético de Cucurbita pepo se publico en 1984, cuando Ignart y
Weeden (1984) realizaron un analisis de isoenzimas para evaluar la diversidad
existente entre cinco variedades comerciales de C. pepo (Zukcchini, Pumpkin,
Spaghetti, Acorn, Scallop y Straightneck), procedentes de 21 cultivares diferentes
en Ginebra, Nueva York, EUA. Estos autores encontraron que no existia mucha
variacion genética dentro de estas variedades comerciales, ni mucha diferenciacién
entre las mismas. De ahi en adelante, los analisis con isoenzimas con C. pepo
fueron extremadamente U(tiles para comprender sus relaciones filogenéticas y
taxonomia , gracias a estos estudios se reveld la existencia de al menos dos eventos
de domesticacion independiente y la diferenciacion genética entre las subespecies
cultivadas (Decker y Wilson, 1987; Decker, 1988; Decker-Walter et al., 1993).

Numerosos estudios posteriores emplearon diferentes marcadores genéticos
(como RFLPs, AFLPs, ISSRs, RAPDs, ESTs) para caracterizar la diversidad y
estructura genética de C. pepo en diferentes cultivares (Ruiz y Hemleben, 1991;
Decker-Walters et al., 2002; Katzir et al., 2002; Gonzalez et al., 2010; Formisano et
al., 2012; Gong et al., 2012; Barzegar et al., 2013; Ntuli et al., 2015). Asi, se analizo
la estructura genética de los diferentes morfotipos del fruto descritos para las
variedades comerciales (Ferriol et al., 2003; Paris et al., 2004), se evalud la

introgresion de genes de resistencia a patdgenos (Formisano et al., 2010), y se llego
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a la construccion y comparacion de los primeros mapas genéticos para la especie
(Zraidi et al., 2007).

Gong y colaboradores (2008a) desarrollaron una serie de marcadores tipo
microsatélites (o SSRs) para C. pepo y C. moschata, con los cuales Gong et al.
(2008b) crearon un mapa genético para las dos especies de Cucurbita, el cual al
compararlo solo encontraron cuatro de 76 marcadores SSR en grupos
cromosomicos no homadlogos, indicando que la mayoria de los marcadores han
conservado 6rdenes y distancias genéticas similares, representando loci ortélogos.
Mas recientemente, los microsatélites se han empleado para recabar evidencias
genéticas que permitan la deteccion de variedades comerciales y locales de

calabazas en el mercado agroalimentario (Verdone et al., 2018).

Asimismo, se han desarrollado trabajos de evaluacion de la diversidad y la
estructura genética en variedades de cultivo mas tradicional de Mesoameérica.
Enriquez et al. (2018) evaluaron el efecto de la fragmentacion de las é&reas
conservadas y el manejo agricola sobre la diversidad y el flujo de genes de C. pepo
en areas del centro de Guatemala, encontrando que las practicas de manejo tienen
un efecto muy fuerte sobre la diversidad y estructura genética de las poblaciones
cultivadas, ademas, encontraron evidencia de cruza de variedades tradicionales
locales con variedades comerciales, lo que podria poner en riesgo la diversidad e

identidad genética local de C. pepo.

Ruiz Mondragén (2017) realizé un estudio para conocer la historia evolutiva
de C. pepo por medio de un enfoque filogeografico, con base en dos regiones de
cloroplasto y una regién de la mitocondria para las tres subespecies. Para C. pepo
subsp. pepo se analizaron un total de 25 poblaciones provenientes de cultivos
tradicionales en 13 diferentes estados de México, asi como de cinco variedades
comerciales y 11 secuencias arqueoldgicas de las tres subespecies. Los resultados
de este andlisis sugieren que el linaje de C. pepo mexicano (subsp. pepo y subsp.
fraterna) divergio del linaje de los EUA (subsp. texana) en el Pleistoceno, hace 1.54
MA. También reporté que C. pepo subsp. fraterna, es el pariente silvestre mas

cercano a C. pepo subsp. pepo de México, sefialandolo como su posible ancestro,
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y que la mayor diversidad y diferenciacion genética esta en el centro-occidente de
México, por lo que este podria ser el centro de diversidad actual de la especie
cultivada C. pepo subsp. pepo. También se han realizado estudios de relaciones
filogenéticas y tiempos de divergencia para todo el género Cucurbita. Paredes-
Torres (2016) evalu6 estas relaciones mediante seis fragmentos de cloroplasto de
20 de los 22 taxa existentes para el género, encontrando que dentro del grupo Pepo
se diferenciaron las subespecies mexicanas (C. pepo subsp, pepo y C. pepo subsp.
fraterna) de los taxa de Estados Unidos (C. pepo subsp. ovifera var. texana y C.

pepo subsp. ovifera var. ozarkana) hace 100 000 afios.

Kates y colaboradores (2017) obtuvieron una filogenia molecular basada en
44 loci derivados de intrones de genes nucleares de una sola copia, encontrando
que las tres subespecies de C. pepo forman un clado hermano de C.
okeechobeensis y C. lundelliana, pero no lograron resolver las relaciones
filogenéticas entre las tres subespecies de C. pepo. Castellanos-Morales y
colaboradores (2018), retomando y ampliando los datos de Paredes-Torres (2016),
analizaron los patrones temporales, espaciales y ecoldgicos de la diversificacion del
género Cucurbita, siendo los primeros en incluir a la especie silvestre C. radicans
en un analisis filogenético. Ellos también encontraron que C. pepo y sus
subespecies forman un claro grupo dentro del género, que se separé del resto de
las calabazas hace 1.33 MA, formando dos clados, uno para las subespecies que
se distribuyen en México (C. pepo subsp. fraterna y C. pepo subsp. pepo), y otro
para las subespecies y variedades que se distribuyen en los Estados Unidos (C.
pepo subsp. ovifera, C. pepo subsp. ovifera var. ozarkana y C. pepo subsp. ovifera

var. texana).

El trabajo méas reciente con C. pepo es el de Castellanos-Morales y
colaboradores, (2019), quienes mediante la implementacién de dos regiones de
cloroplasto y nueve loci microsatélites nucleares, dilucidan la historia de
domesticacion de C. pepo en México. Ellos encuentran que C. pepo subsp. pepo
presenta alta variacion y baja diferenciacién genética, y que las tres subespecies
estan bien diferenciadas para los loci de microsatélites. También encuentran que C.

pepo subsp. fraterna es probablemente el ancestro silvestre de C. pepo subsp.
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pepo, pero debido a una posterior hibridacion entre los diferentes taxones de C.

pepo, se complica su definicion como el ancestro silvestre de C. pepo subsp. pepo.

Con el avance en las técnicas de secuenciacién, se ha logrado conocer
diferentes caracteristicas genomicas de C. pepo, las cuales nos sirven como
herramientas basicas para lograr un mejor entendimiento de su historia evolutiva y
de domesticacion. Alverson et al. (2010) secuenciaron el genoma mitocondrial de
C. pepo (Zucchini: 982,833 nt), donde el gran tamafo del genoma mitocondrial
reflejé una considerable acumulacion de regiones del genoma de cloroplasto y de

secuencias cortas repetidas.

Esteras et al. (2013) realizaron la primera construccion de un mapa genético
para C. pepo basado en SNPs mapeando loci de rasgos cuantitativos (QTL). Para
ello emplearon una poblacion derivada del cruce de dos variedades con fenotipos
contrastantes, que representan los principales grupos de cultivares de las dos
subespecies: Zucchini (C. pepo subsp. pepo) x Scallop (C. pepo subsp. ovifera).
Mas recientemente, Montero-Pau et al. (2018) generaron el ensamble del genoma
de C. pepo subsp. pepo var. zucchini, con un tamafio de 263 Mb, estimando una
cobertura del 93% del genoma, y organizandolo en 20 pseudocromosomas que
representan el 81.4% del ensamble.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

e Caracterizar los niveles de diversidad, estructura genética y flujo génico en
loci neutrales de las diferentes variedades de Cucurbita pepo y cultivos de C.

pepo subsp. pepo en México utilizando una aproximacién genémica.

3.2 Objetivos particulares

e Identificar loci neutrales en cultivos mexicanos de C. pepo subsp. pepo.

e Caracterizar la diversidad genética de los cultivos mexicanos de C. pepo
subsp. pepo para loci neutrales.

e Caracterizar la estructura genética de los cultivos mexicanos de C. pepo
subsp. pepo para loci neutrales.

e Estimar el flujo génico entre cultivos mexicanos de C. pepo.
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4. Hipétesis

La diversidad gendmica (a nivel SNPs) en C. pepo sera mayor que la de otros
cultivos de calabazas, debido a que ha mostrado mayor diversidad con
marcadores de cloroplasto y microsatélites nucleares.

La diversidad genética evaluada con SNPs de los cultivos en México sera
similar a la de la C. pepo. subsp. fraterna debido a que éste es el pariente
silvestre mas cercano de C. pepo. subsp. pepo.

La estructura genética estimada con SNPs no reflejara la division taxondémica
tradicional entre las diferentes subespecies de C. pepo, ya que ha existido
un constante flujo genético entre las poblaciones cultivadas y las poblaciones
silvestres.

Se encontraran altos niveles de polimorfismos compartidos evaluados con
SNPs entre las diferentes subespecies de C. pepo, ya que aun mantienen

polimorfismos por ancestria y por contacto reproductivo reciente.
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5. Método

5.1 Obtencion de muestras

Para C. pepo subsp. pepo se determinaron 14 puntos de muestreo a partir de la
distribucion documentada por la CONABIO (2016), de tal manera que se abarcara
la mayoria de su distribucion en México (Figura 1). Algunas muestras provienen de
donaciones del Banco de Germoplasma del Campo Experimental Bajio del INIFAP
localizado en Celaya, Guanajuato (datos en la Tabla 2). Otras muestras fueron
colectadas durante los afios 2014 - 2015 directamente de mercados y milpas de
distintas zonas del pais (Tabla 2) por los miembros del proyecto Cucurbita de la
UNAM, apoyado por la CONABIO (KE0OO4 y PEOOQ1), del cual esta tesis forma parte.
Las localidades y muestras empleadas en esta tesis son las mismas trabajadas por
Ruiz Mondragén (2017) y Castellanos-Morales et al. (2019). De estas 14 localidades
muestreadas se analizaron un total de 69 individuos, 3 a 8 por localidad provenientes

de distintos frutos.

Comercial ® Local ® subsp.fraterna ® subsp.ovifera

Figura 1. Mapa de distribucion de las localidades donde se colectaron las diferentes
muestras de Cucurbita pepo subsp. pepo, C. pepo subsp. fraterna y C. pepo subsp. ovifera
var. ovifera.

Adicionalmente, se utilizaron ocho individuos de C. pepo subsp. fraterna, y

seis individuos de C. pepo subsp. ovifera var. ovifera. Ademas, se incluyeron en los
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analisis ocho individuos de cinco variedades comerciales pertenecientes a EUA de
C. pepo subsp. pepo: Black Beauty Zuchinni, Cocozelle, Delicata Honey Boat,
Straightneck y Spaghetti. En total analicé 95 individuos de las distintas subespecies
y variedades de Cucurbita pepo (Tabla 2).

Tabla 2. Localidades muestreadas con nimero de individuos para cada localidad y su procedencia.

Subespecie Estado Procedencia No. individuos
subsp. pepo Chihuahua BG CU0879, 0880,0898 5
subsp. pepo Durango BG CU0654 4
subsp. pepo Zacatecas Colecta Nov. 2015 3
subsp. pepo San Luis Potosi Colecta Feb. 2016 2
subsp. pepo Jalisco BG CU0759 3
subsp. pepo Guanajuato BG CU0757,0568, 0766 4
subsp. pepo Hidalgo Colecta Nov. 2014 6
subsp. pepo Michoacan BG CU0972 6
subsp. pepo Estado de México BG CU1114 6
subsp. pepo Tlaxcala (Ixtenco) Colecta Nov. 2014 3
subsp. pepo Tlaxcala (Vicente Guerrero) Colecta Nov. 2014 5
subsp. pepo Puebla Colecta 8
subsp. pepo Oaxaca BG CU1052 6
subsp. pepo Chiapas Colecta Nov. 2014 8

Variedades mejoradas de C. pepo subsp. pepo
Var. Spaghetti Sonora Colecta Nov. 2015 4
Var. Cocozelle California Comerciales 3
Var. Straightneck California Comerciales 1
Var. Delicata California Comerciales 2
Var. Zucchini California Comerciales 2
Grupo externo (C. pepo subsp. diferentes)

subsp. fraterna Tamaulipas BG CU0629, 0633 8
subsp. ovifera var. ovifera México Ornamentales 6

5.2 Extraccion del DNA

Para lograr una extraccion de DNA de alta calidad, se germinaron en el invernadero
del Instituto de Ecologia de la UNAM de 15 a 20 semillas por localidad. En las
localidades donde se contaba con mas de un fruto se tomaban semillas de los
diferentes frutos. En el caso de las muestras donadas por el Banco de
Germoplasma, cuando no se contaba con la informacién del nimero de frutos del
que procedian las semillas, se sembraban de 15 a 20 semillas por sobre. A las tres
semanas de germinacidbn se colect6 una muestra de tejido foliar de
aproximadamente 2 cm?, el cual fue utilizado para realizar la extraccion de DNA, el

resto de la hoja fue almacenada a -80°C como respaldo.
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La extraccion de DNA se realizé con el kit de extraccion de QIAGEN “Plant
Mini Kit” siguiendo las instrucciones del proveedor. Para evaluar la integridad del
DNA se corrieron geles de agarosa al 1%, para conocer la pureza de las
extracciones se utilizO nanodrop (Thermo Fisher Scientific), y para estimar la
concentracion de DNA por muestra se emple6 Qubit (Thermo Fisher Scientific). Las
extracciones que tuvieron valores de pureza de 1.8 — 2.0 para A260/A280 y
concentraciones de DNA > 20 ng/ul se usaron en la preparacion de librerias, las
cuales se prepararon mediante el método de tGBS empleando enzimas de
restriccion con 2 sitios degenerados, para aumentar las lecturas por sitio disponibles
en el lamado de SNPs (Ott et al., 2017). Las bibliotecas se obtuvieron utilizando la
tecnologia de Data2Bio con secuenciacion por lon Torrent (www.data2bio.com),
dando un total de 124,783,053 reads.

5.3 Procesamiento de datos

Para revisar la calidad de las librerias se utiliz6 el programa FastQC (Andrews,
2010), que nos proporciona un primer acercamiento del conjunto de datos por
individuo, de tal forma que podamos detectar si nuestras secuencias tienen algun

problema antes de empezar a hacer cualquier analisis.

La limpieza de los datos se hizo con el programa fastxtools (Gordon y
Hannon, 2010), reteniendo las secuencias con valores PHRED > 15 en el 80% de
sus bases. Se mapearon las secuencias restantes utilizando segemehl 0.3.4, que
es el programa recomendado para datos secuenciados con lon Torrent (Caboche
et al., 2014), utilizando a C. pepo subsp. pepo var. zucchini (Montero-Pau et al.,
2018) como genoma de referencia, y se conservaron las secuencias con mapeo
anico.

El llamado de SNPs se realizé con bcftools, donde la calidad de mapeo
minima y la calidad PHRED minima por sitio fuera de 20, para asegurarnos de que
el SNP encontrado no sea un error de secuenciacion, reteniendo Unicamente los
sitos polimorficos. Posteriormente, con vcftools se retuvieron solo los sitios con

profundidad minima de secuenciacion de 5X. Para el filtrado de SNPs se empleo el
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programa PLINK 1.9 (Purcell et al., 2007), eliminando los SNPs y los individuos con
mas del 50% de datos faltantes, y los SNPs con frecuencia minima de alelos (MAF)
<0.02, esto para que cada alelo estuviera representado en al menos dos individuos.
Estos filtros se realizaron para asegurarnos que los SNPs encontrados sean
verdaderos, y no errores de secuenciacion. En total se obtuvieron 12,932 SNPs,

que fueron empleados en analisis de flujo génico.

Para separar los loci neutrales de los loci con sefales de seleccion, se
empled el programa BayeScan 2.1 (Fischer et al., 2011), ya que a diferencia de
otros programas que detectan loci con sefiales de seleccion mediante una
correlaciébn con caracteristicas ambientales, este nos permite detectar loci
candidatos bajo seleccion a partir de las diferencias en las frecuencias de alelos
entre poblaciones, sin la necesidad de incluir datos ambientales. Las diferencias en
las frecuencias de alelos entre un conjunto comun de genes y cada subpoblacion
se miden mediante un coeficiente Fst especifico de la subpoblacion. Por lo tanto,
este programa puede considerar escenarios ecologicos realistas en los que el
tamafo efectivo y la tasa de migracion pueden diferir entre las subpoblaciones (Foll,
2012).

Se us6 un valor de corte de 0.05 para el g-value, resultando en 12,881 loci
neutrales y 51 loci con sefiales de seleccion, de los cuales 19 parecen estar sujetos
a seleccion purificadora y 32 a seleccion direccional. Con base en estos resultados,
y mediante el programa vcftools, se separaron los loci con sefiales de seleccién de
los loci neutrales. El juego de datos con loci neutrales se empled para los andlisis

de diversidad y estructura genética.

5.4 Analisis de datos
5.4.1 Diversidad genética

Con el médulo populations de STACKS (Catchen et al., 2013), y usando el juego de
datos con 12,881 SNPs se calcularon las medidas basicas de diversidad genética

(alelos privados (Ap), heterocigosis observada (Ho), heterocigosis esperada (Hg), y
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coeficiente de endogamia (Fis)), para las diferentes accesiones de C. pepo tanto

con el juego de datos de loci neutrales, como los loci con sefiales de seleccion.

5.4.2 Estructura genética

Para conocer la estructura genética de C. pepo, y usando el juego de datos con
12,881 SNPs con la libreria hierfstat de R (Goudet, 2005), se realizé una prueba de

Fst entre las diferentes subespecies. Ademas, para saber como se agrupaban

genéticamente las diferentes accesiones se realizaron tres pruebas diferentes:

1)

2)

3)

Andlisis de componentes principales (PCA) que nos permite conocer cOmo
se agrupan los individuos de C. pepo de acuerdo con su similitud genética.
Para este analisis se implementé la libreria adegenet (Jombart et al., 2018)
de R, reteniendo solo los primeros dos componentes. Para determinar el
namero de componentes a usar se realizé una prueba de Cross-validation
usando la paqueteria de R mdatools (Kucheryavskiy, 2017).

Red de identidad por estado (IBS), que al igual que el PCA, nos agrupa a los
individuos de C. pepo de acuerdo con su similitud genética, pero ademas nos
muestra los probables eventos de flujo genético entre los individuos. Para
esta prueba primero calculamos las distancias genéticas pareadas para cada
individuo con el programa TASSEL 5 (Bradbury et al., 2007), y la matriz
obtenida se grafico en el programa SplitsTree 4 (Huson y Bryant, 2006),
empleando el método de NeighborNet.

Prueba de ancestria individual por maxima verosimilitud, la cual nos muestra
cuantos grupos genéticos existen en nuestro universo muestral y en qué
proporcion se encuentran en cada individuo. Para ello empleamos el
programa ADMIXTURE 1.3 (Alexander et al., 2015), donde se probaron
valores K de 2 a 12 y se realiz6 la prueba de Cross-validation para cada una.
Para el analisis se realiz6 una sola corrida con los valores predeterminados
por el programa, es decir un bootstrap de 200, con seleccion de namero

semilla al azar, con un criterio de finalizacién por corrida de detener el andlisis
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cuando la probabilidad de registro aumenta en menos de € = 107 entre

iteraciones.

5.4.3 Flujo génico

Para evaluar el flujo génico entre las diferentes accesiones locales y de las
variedades C. pepo subsp. fraterna y C. pepo subsp. ovifera var. ovifera, se empled
el programa Treemix (Pickrell y Pritchard, 2012), el cual infiere patrones de divisién
poblacional y mezcla a partir de datos de frecuencias de alelos genémicos, con los
cuales realiza un arbol de maxima verosimilitud para el conjunto de poblaciones y
prueba el nUmero de eventos migratorios que se le indique. Se graficaron con R las
probabilidades obtenidas del andlisis, probando de 0 a 19 eventos migratorios, y se
selecciono el primer evento donde el logaritmo natural de la probabilidad (LN(P)) se

aproxima a cero.

Debido a que sabemos que las variedades comerciales se producen
mediante la hibridacién de las diferentes subespecies de C. pepo, o incluso con
otras especies de calabazas (Paris, 2000, 2016), se empleo el total de los 12,932
SNPs. Para este analisis, se excluyeron las variedades comerciales y la accesion
de San Luis Potosi, la cual en el andlisis de ancestria individual por méaxima

verosimilitud y la red IBS presento evidencias de ser una variedad comercial.
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6. Resultados
6.1 Calidad de datos

Los datos crudos enviados por el laboratorio para los 95 individuos de C. pepo
presentaron un total de 163,842,323 reads por muestra, con un promedio de reads
por muestra de 1,706,690. En cuanto a la calidad de secuenciacion PHRED, el

promedio por muestra fue de 22, con un minimo de 4 y un maximo de 35.

Después del primer filtro de calidad (retencion de secuencias con valores
PHRED > 15 en al menos el 80% de sus pares de bases) se obtuvo un total de

149,283,580 reads, con un promedio de reads por muestra de 1,555,037.

Estos datos fueron los que se utilizaron para el llamado inicial de SNPs, en
el que se encontré un total de 513,237 SNPs para C. pepo. De esos SNPs, el
10.17% (52,226 SNPs) presentaron una profundidad minima de 5X. Cuando se
eliminaron los sitios y los individuos con mas del 50% de datos faltantes, se retuvo
el 48.37% de los SNPs (25,263 SNPs) y se eliminaron 6 de los 95 individuos
muestreado (Dos del Estado de México, dos de Zacatecas, uno de Guanajuato y
uno de la variedad comercial Cocozelle). Para el ultimo filtro de calidad (MAF < 0.02)
se retuvo el 51.18% de SNPs, dando un total de 12,932 SNPs en 89 individuos de
C. pepo.

6.2 Diversidad genética

Para calcular las diferentes medidas de diversidad genética se empleé el juego de
de 12,881 SNPs, excluyendo los 51 SNP’s que presentaron sefales de seleccion
en la prueba de BayeScan 2.1 (Fischer et al., 2011). En promedio, la heterocigosis
esperada (He) encontrada para las 14 localidades de cultivos de C. pepo subsp.
pepo en México fue de He = 0.1627, donde la heterocigosis mas baja la presento
San Luis Potosi (He = 0.0508), seguida de Zacatecas (He = 0.0940), mientras que
la heterocigosis mas alta la presenta Michoacan (He = 0.2575), siendo también la

localidad con mayor numero de alelos privados (AP = 37) (Tabla 3).
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El valor de He en C. pepo subsp. pepo fue ligeramente menor que la
encontrada para la subespecie silvestre C. pepo subsp. fraterna (He = 0.1735), y
mucho mas pequefia que la encontrada para la variedad ornamental C. pepo subsp.
ovifera var. ovifera (He = 0.2344) (Tabla 3). Ademas, si los comparamos con los
valores He encontrados para las variedades comerciales de C. pepo subsp. pepo,
observamos que todas presentan una diversidad menor que los cultivos mexicanos
(He = 0.0732 - 0.1226), a excepcion de la variedad Spaghetti, que presenta una He
=0.1877.

Tabla 3. Valores de diversidad genética para las diferentes accesiones de C. pepo subsp. pepo
provenientes de 14 localidades de México, ademas de las accesiones para los grupos externos C.
pepo subsp. fraterna y C. pepo subsp. ovifera var. ovifera, y las diferentes accesiones de las
variedades comerciales. N = nimero de individuos, AP = alelos privados, Ho = heterocigosis
observada, He = heterocigosis esperada y Fis = coeficiente de endogamia.

Localidad N AP Ho He Fis

Chihuahua 5 4 0.1145 0.1920 0.2547*

Durango 4 6 0.1145 0.2096 0.2794

Zacatecas 2 2 0.1178 0.094 0.0219

San Luis Potosi 2 2 0.0749 0.0508 -0.0056

Jalisco 3 9 0.1301 0.2164 0.2508

Guanajuato 3 2 0.1306 0.1148 0.0333

Michoacéan 6 37 0.1080 0.2575 0.4025*

Estado de México 6 22 0.1096 0.2170 0.2762

Hidalgo 4 11 0.1156 0.1092 0.0187

Tlaxcala (Ixtenco) 3 1 0.1360 0.1039 0.0021
Tlaxcala (Vicente Guerrero) 5 16 0.1240 0.1133 0.0152

Puebla 8 13 0.1205 0.2236 0.2889*

Oaxaca 6 12 0.1292 0.2009 0.2413*

Chiapas 8 6 0.1163 0.1753 0.2283

Promedio razas locales 46 10.21 0.1173 0.1627 0.1648

Grupo externo
C. pepo subsp. fraterna 8 14 0.1275 0.1735 0.1812
C. pepo subsp. ovifera var. ovifera 5 9 0.1611 0.2344 0.2146
Variedades comerciales
C. pepo subsp. pepo var. Spaghetti 4 5 0.1431 0.1877 0.1605*
C. pepo subsp. pepo var. Cocozelle 2 33 0.1308 0.0973 0.008
C. pepo subsp. pepo var. Straightneck 1 2 0.1465 0.0732 0

C. pepo subsp. pepo var. Delicata 2 4 0.1307 0.1089 0.0391
C. pepo subsp. pepo var. Zucchini 2 0 0.1463 0.1226 0.0402

Promedio accesiones comerciales 2.2 8.8 0.13948 0.11794 0.04956
*p <0.05; * p <0.01; **p <0.001

En cuanto a los valores de coeficiente de endogamia, observamos que los
cultivos de México de C. pepo subsp. pepo presentan en promedio una Fis = 0.1648,
siendo San Luis Potosi la localidad con el valor de endogamia mas bajo (Fis = -

0.0056), y Michoacéan la localidad con mayor endogamia (Fis = 0.4025). El Fis
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promedio para C. pepo subsp. pepo fue menor a los estimados para C. pepo subsp.

fraterna (Fis = 0.1812) y C. pepo subsp. ovifera var. ovifera (Fis = 0.2146).

Si comparamos los niveles de coeficiente de endogamia de C. pepo subsp.
pepo de las accesiones locales contra las variedades comerciales, observamos que
la variedad comercial Spaghetti (Fis = 0.1605) presenta un valor de Fis ligeramente
mas bajo que el de las accesiones locales, mientras que el resto de las variedades

comerciales presentan valores de Fis bajos (Fis = 0 - 0.0402).

6.3 Estructura genética

Para los valores de Fst pareadas entre las tres subespecies de C. pepo y sus
variedades comerciales, se encontr6 que el valor mas grande es entre las
subespecies C. pepo subsp. fraterna y C. pepo subsp. ovifera (Fst = 0.0953). El
valor mas pequefio fue entre las subespecies C. pepo subsp. pepo colectada en

México y C. pepo subsp. fraterna (Fst = 0.0127) (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de Fst pareadas para las tres subespecies de C. pepo y sus variedades
comerciales. Comerciales = Variedades comerciales de C. pepo (C. pepo subsp. pepo var. Spaguetti;
var. Cocozelle; var. Straightneck; var. Delicata; var. Zucchini), Locales = C. pepo subsp pepo
(colectada en México), Fraterna = C. pepo subsp. fraterna, Ovifera = C. pepo subsp. ovifera.

Comerciales Locales Fraterna Ovifera
Comerciales 0
Locales 0.0144 0
Fraterna 0.0650 0.0127 0
Ovifera 0.0610 0.0157 0.0953 0

**p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001

En el andlisis de componentes principales (PCA), observamos que en
general se forman tres grupos genéticos (Figura 2). El primer grupo se encuentra al
centro de los cuadrantes, y estad formado por 73 de los 89 individuos, todos de
diferentes subespecies. El segundo grupo se ubica en el cuadrante superior
derecho, y esta formado por ocho individuos pertenecientes a C. pepo subsp. pepo
de varias localidades de México (Estado de México, Puebla, Chiapas y Michoacéan).
El altimo grupo se ubica en el cuadrante inferior derecho, y esta formado por los
ocho individuos restantes, de los cuales uno pertenece a C. pepo subsp. fraterna,
dos a C. pepo subsp. ovifera var. ovifera, dos a C. pepo subsp. pepo variedades
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comerciales y tres a C. pepo subsp. pepo, uno de Durango, uno de Michoacan y
otro de Oaxaca.

Componente 2 (7.65%)

Componente 1 (22.72%)

Figura 2. Grafico del PCA. De color verde se encuentran las accesiones locales de México, de color
anaranjado las accesiones de C. pepo subsp. fraterna, de color lila las accesiones de C. pepo subsp.
ovifera var. ovifera, de color azul cielo las accesiones de las variedades comerciales. El componente
1 explican el 22.72% de la variacién, y el componente 2 explica el 7.65% de la variacion.

Figura 3. Analisis IBS, donde cada linea representa un individuo y las lineas que los conectan son
los diferentes eventos de hibridacién estimados entre los genotipos de esos individuos. El primer
grupo genético esta sefialado de color verde, el segundo de color rojo y el tercero de color amarillo.
Las accesiones de la subespecie fraterna se sefialan con color anaranjado, las de la subespecie
ovifera de color lila, y las accesiones comerciales de color azul.
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En la red de identidad por estado (IBS), encontramos que también se forman
tres grupos genéticos (Figura 3). El primero y mas grande de los grupos, ubicado a
la izquierda de la red sefalado por el color verde, donde estan 62 de los 89
individuos. El segundo y mas chico de los grupos, ubicado al centro de la red
sefalado por el color rojo, muy cercano al primer grupo, donde se encuentran 11 de
los 89 individuos. Y el tercer grupo, ubicado en el extremo derecho de la red

sefalado por el color amarillo, formado por 16 de los 89 individuos.

Al observar detalladamente la Figura 3, podemos notar que el primer grupo
marcado en verde estd formado principalmente por accesiones locales mexicanas,
seis de los ocho individuos muestreados de la subespecie fraterna, tres de los cinco
individuos muestreados de la subespecie ovifera, y cuatro individuos de variedades
comerciales (Zucchini, Cocozelle y Straightneck).

El segundo grupo, marcado en rojo, esta conformado por cinco individuos de
accesiones locales mexicanas, un individuo de la subespecie fraterna, y cinco
individuos de variedades comerciales (Zucchini, Delicata y Spaghetti). Dentro de
ese mismo grupo observamos que las accesiones pertenecientes a la localidad de

San Luis Potosi, se agrupan junto con la variedad comercial Spaghetti.

En el tercer grupo, marcado en amarillo, encontramos 11 individuos de
accesiones locales mexicanas, dos individuos de la variedad comercial Spaghetti,
dos individuos de la subespecie ovifera y un solo individuo de la subespecie fraterna.

En la prueba de ancestria individual por maxima verosimilitud, encontramos
las asignaciones de los individuos grupos genéticos mas probable fueron K =2 (CV
=0.42704) y K = 3 (CV = 0.4285) (Figura 4). Debido a que en el andlisis de PCA 'y
de IBS se encontraron tres grupos genéticos, se decidio trabajar con K = 3.

El primer grupo genético, representado por el color verde, es el grupo mas
comun, al estar presente en la mayoria de los individuos en al menos una quinta
parte de su genotipo. El segundo grupo genético representado por el color amarillo,
presente en mucha menor proporcién de los individuos. El tercer grupo genético,
representado por el color rojo, es el genotipo de la variedad comercial Spaghetti y

la accesion local de San Luis Potosi, pero también lo encontramos en gran parte del
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genotipo de la variedad comercial Delicata y en un solo individuo de la variedad
comercial Zucchini, y en bajas proporciones del genotipo de algunos individuos de

accesiones locales.

También podemos notar que existe una correspondencia entre los grupos
genéticos formados en la prueba Admixture, con los formados en la prueba IBS. Los
individuos que forman el primer y mas grande grupo de la red IBS, son los individuos
gue su genotipo es mayoritariamente verde. El segundo y mas pequeiio grupo de la
red IBS, son los individuos cuyo genotipo tiene evidencia de correspondencia con
el grupo genético rojo. Dentro de este segundo grupo se encuentran las accesiones
locales de Oax_02, Gto_03 y Mic_02 que, aunque su genotipo es mayoritariamente
verde; también presentan cierto porcentaje de genotipo amarillo y rojo, lo que las
hace més cercanas a la variedad comercial Delicata y a un individuo de la
subespecie fraterna. El tercer grupo de la red IBS, esta formado por individuos cuyo

genotipo esta mas representado por el grupo genético amarillo.
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Figura 4. Histograma de K = 2 y K = 3 de andlisis Admixture, donde en ninguno de los dos existe
una correlacién entre el origen de las accesiones y la asignacion a algun grupo genético.
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Al graficar las proporciones de los genotipos de las diferentes accesiones en
la zona geogréfica donde fueron colectados para K =2 y K = 3 (Figura 5), se puede

notar que no hay un patrén claro de distribucién geografica de los genotipos.

En K =2 (Figura 5 A) se puede observar que predomina el genotipo verde en
todas las accesiones de C. pepo (82.67 %), y parece estar mas relacionado a C.
pepo subsp. fraterna. Mientras que el genotipo amarillo se encuentra en menor
proporcién (17.32 %), pero parece estar mas relacionado a C. pepo subsp. ovifera

var. ovifera.

Por otro lado, para K = 3 (Figura 5 B), podemos observar que C. pepo subsp.
fraterna y C. pepo subsp. ovifera var. ovifera comparten los 3 genotipos, pero en
diferentes proporciones. La subespecie fraterna tiene principalmente genotipo verde
(81.5 %), y un poco de rojo (9.1 %) y amarillo (9.4 %). Por otro lado, la subespecie
ovifera presenta mayoritariamente genotipo verde (55.0 %), seguido de amarillo
(37.1 %) y en baja proporcion rojo (7.9 %). Mientras que la accesion de San Luis
Potosi resalta del resto de las accesiones locales, al ser la Unica que presenta un

100% de genotipo rojo.

6.4 Flujo génico

El andlisis de diferenciacibn y mezcla poblacional result6 en que la mayor
probabilidad de eventos de migracion entre las diferentes accesiones locales
mexicanas Y las subespecies fraterna y ovifera es elevado (10 eventos migratorios,
In = -69.8068) (Figura 6). Los eventos migratorios méas probables se sugiere fueron
de la localidad Estado de México a Chihuahua y Michoacén. Mientras que los menos
probables se fueron de la subespecie ovifera a la localidad de Guanajuato y de la
localidad Jalisco a la subespecie ovifera.

La mayoria de los eventos migratorios inferidos supuestamente fueron dentro
de las mismas localidades mexicanas, siendo la localidad de Estado de México la
gue mas eventos migratorios presenta. Pero en general, no se observa un patrén

claro de intercambio de individuos entre las localidades.
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Fraterna

0.5

Puebla

Jalisco

Estado de México
Figura 6. Andlisis de los 10 eventos migratorios historicos mas probables entre los diferentes grupos
genéticos sugeridos por el programa TreeMix. Las flechas sefialan en qué direccion se dio el evento
migratorio, y el color la probabilidad de éste.
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7. Discusion

7.1 Calidad de datos

En este trabajo se analizé solo el 2.5% del total de SNPs encontrados en el llamado
inicial. En comparaciéon con otros estudios donde trabajan con SNPs, este
porcentaje es relativamente bajo (Frascaroli et al., 2013 (80%); Hufford et al., 2013
(69%); Wirschum et al., 2013 (16%); Mduller et al., 2015 (11 %)). En los trabajos
mencionados, para la obtencion de SNPs emplean diferentes estrategias, como el
uso de chips de secuenciacion lllumina o preparacion de librerias por GBS, lo que
les permite una mayor obtencion de reads, ademas las plataformas de
secuenciacion empleadas son de Illumina. La forma de preparacion de las librerias
y la plataforma de secuenciacion tienen un alto impacto en la obtencién final de los
SNPs (Jones et al., 2015). En este trabajo las librerias se prepararon por la técnica
de tGBS, la cual al emplear cebadores selectivos, donde se pueden usar de 1 a 4
sitios degenerados durante la etapa de PCR, permite una reduccién adicional del
genoma, resultando en mas lecturas por sitio disponibles para el llamado de SNPs
(Ott et al., 2017). Nuestros datos fueron generados plataforma de secuenciacion,
lon Torrent que es mas rapida que lllumina, y puede secuenciar fragmentos mas
grandes, lo que permite que a la hora de mapear los fragmentos en un genoma de
referencia obtengamos resultados de mejor calidad. Presenta la desventaja de que
las calidad PHRED de secuenciacion es menor que la de lllumina (Quail et al.,
2012). Como consecuencia de esto, no se podia ser tan estricto con los primeros
filtros de calidad, ya que se corria el riesgo de perder demasiados datos. Sin
embargo, como la preparacion de librerias con tGBS nos da una mayor profundidad
en las lecturas, esto permite que los siguientes filtros de calidad aplicados durante
el mapeo y el llamado de SNPs sean mas robustos, de tal forma que aunque se
pierdan muchos de los SNPs del llamado inicial, podemos aseverar que los SNPs

empleados en los andlisis son verdaderos y no errores de secuenciacion.
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7.2 Diversidad genética

En este trabajo se encontrd que el promedio de la diversidad genética de C. pepo
subsp. ovifera var. ovifera (He = 0.2344) es mayor que el promedio encontrado por
nosotros para la subespecie silvestre C. pepo subsp. fraterna (He = 0.1735) y el
promedio de las poblaciones locales de México de C. pepo subsp. pepo (He =
0.1627) Esto puede deberse al hecho de que las accesiones empleadas en este
estudio son una variedad comercial usada con fines ornamentales, y no es
directamente la forma silvestre de Estados Unidos (C. pepo subsp. ovifera var.
texana), por lo que estas han pasado por un manejo agricola, que tal vez incluya
hibridacién con otras variedades y seleccion artificial (Andres, 1987; Robinson y
Shail, 1987; Cohen et al., 2003; Paris et al., 2003; Formisano et al., 2010). Por otro
lado, C. pepo subsp. ovifera var. ovifera es ampliamente cultivada en Estados
Unidos (Nee, 1990; Decker-Walters, et al., 2002; Quemada et al., 2008). Aunado a
esto, existen estudios previos que sugieren que las poblaciones de C. pepo subsp.
ovifera no sufrieron grandes cambios demogréficos historicos durante el
Pleistoceno, a diferencia de C. pepo subsp. fraterna (Castellanos-Morales et al.,
2018).

En cuanto a que la diversidad genética de las variedades cultivadas en
México de C. pepo subsp. pepo y la subespecie silvestre C. pepo subsp. fraterna
sean similares puede deberse a que C. pepo subsp. fraterna es el ancestro silvestre
mas probable de C. pepo subsp. pepo, (Andres, 1987; Castellanos-Morales et al.,
2019), por lo que es esperable que sus niveles de diversidad genética sean

similares.

Dentro de las accesiones mexicanas de C. pepo subsp. pepo, encontramos
que si bien el promedio de He = 0.1627, este valor presenta un amplio rango, que
va de He = 0.0508 en San Luis Potosi a He = 0.2575 en Michoacan. Las diferencias
de heterocigosis esperada entre las diferentes localidades de México puede
deberse al tipo de manejo que se realiza en cada regién. Mientras que en ciertos
lugares de México aun se practica el cultivo tradicional de milpa, que ayuda a

mantener la diversidad genética de las poblaciones, en otros lugares se ha
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sustituido por cultivos mas tecnificados, donde se emplean semillas de variedades
mejoradas (Sanchez de la Vega, 2017). Sin embargo, debido a que la mayoria de
nuestras muestras provienen del banco de germoplasma del Campo Experimental

Bajio del INIFAP, no es posible aseverar esto.

Si comparamos la diversidad genética encontrada en C. pepo con la
encontrada en otras especies de calabazas cultivadas en México empleando SNPs
(Tabla 5), podemos ver que C. pepo subsp. ovifera var. ovifera, sigue siendo la mas

diversa de todas.

En cuanto a C. pepo subsp. pepo, la diversidad genética de la variedad
cultivada en México parece ser alta si la comparamos con C. moschata, la cual es
una especie de calabaza de la que se desconoce su ancestro silvestre. Pero si la
comparamos con C. argyrosperma subsp. argyrosperma, su heterocigosis
esperada es muy parecida a la de las variedades de C. pepo subsp. pepo cultivadas

en México, pero mayor a las variedades comerciales de Estados Unidos.

Por otro lado, al comparar a la subespecie silvestre C. argyrosperma subsp.
sororia, podemos notar que esta presenta una mayor heterocigosis que la
subespecie silvestre C. pepo subsp. fraterna y que la subespecie cultivada C. pepo
subsp. pepo, tanto las variedades de México como las comerciales de Estados
Unidos. Por lo que podemos decir que en general la especie de calabaza C. pepo
presenta una diversidad genética alta, aunque ésta no es homogénea entre sus

subespecies.

Tabla 5. Valores de diversidad genética reportados para otras especies de calabazas con SNPs.
Heterocigosis esperada (He); Coeficientes de endogamia (Fis).

Especie Subespecie He Fis No. SNPs Autor
C. pepo subsp. pepo de México 0.1627 0.1648
comerciales de EUA 0.11794 0.04956 )
12,881 En este trabajo
subsp. fraterna 0.1735 0.1812
subsp. ovifera var. ovifera 0.2344 0.2146
subsp. argyrosperma 0.156 Sanchez-de \(ega, en
C. argyrosperma 16,191 Proceso;
subsp. sororia 0.1914 Barrera, en proceso
C. moschata 0.132 0.06 Hernandez-Rosales, en
proceso
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La diversidad genética en C. pepo ya habia sido previamente reportada para
cloroplasto y microsatélites (Castellanos-Morales et al., 2019; Ruiz Mondragdn,
2017), siendo mas alta con microsatélites, debido a la alta tasa de mutacion que
estos presentan (Schlotterer, 2004). El patrén de diversidad genética presente en
C. pepo puede estar relacionado a multiples factores, como que C. pepo fue una de
las primeras especies cultivadas en Mesoameérica, con registros arqueoldgicos en
Oaxaca y Tamaulipas que datan desde hace 10,000 y 4,500 afios respectivamente
(Decker, et al., 1993; Flannery, 1986; Nee, 1990; Smith, 1997), pasando por un
proceso rapido de expansion y diversificacion después de la domesticacion
(Castellanos-Morales et al., 2019). Durante este tiempo pudo haberse acumulado
variacion genética, sin resultar muy afectada por el cuello de botella que implica la

domesticacion, por ser cultivadas bajo el sistema de milpa.

Cuando analizamos la diversidad genética reportada para otras especies de
la milpa, como el maiz (Zea mays) y el frijol comun (Phaseolus vulgaris),
encontramos que en general parece que las variedades que se cultivan
tradicionalmente en Mesoamérica presentan una mayor diversidad genética en
comparacién con cultivos de las mismas especies en otros paises o de lineas
mejoradas (Blair et al., 2013; Frascaroli et al., 2013; Hufford et al., 2013; Mller et
al., 2015).

El hecho de que tanto las variedades comerciales como las variedades
cultivadas en México de C. pepo subsp. pepo presenten una diversidad genética
menor que C. pepo subsp. ovifera var. ovifera, puede deberse al hecho de que
histéricamente, las poblaciones de las diferentes subespecies de C. pepo han
sufrido eventos de contraccidon y expansion poblacional, siendo que la subespecie
C. pepo subsp. ovifera la que ha presentado una menor reduccion de sus
poblaciones en comparacién a la subespecie C. pepo subsp. fraterna (Castellanos-
Morales et al., 2018), y al ser C. pepo subsp. fraterna el pariente silvestre mas
probable de C. pepo subsp. pepo, es logico que ésta también se viera afectada por

dichos eventos de contraccién y expansion poblacional.
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Sin embargo, a pesar de esta alta diversidad genética, encontramos altos
valores de endogamia para las tres subespecies, especialmente si los comparamos
con los valores obtenidos con SNPs reportados para otras calabazas cultivadas de

manera tradicional en México (Tabla 5).

Por otro lado, al comparar los valores obtenidos para calabazas cultivadas
en México con microsatélites (Tabla 6), observamos que los coeficientes de
endogamia de C. pepo son mayores que los reportados para otras especies de
calabazas, excepto por la subespecie C. pepo subsp ovifera var. ovifera, lo que nos

indica que en realidad la endogamia de esta calabaza es alta.

Tabla 6. Valores de diversidad genética reportados para otras especies de calabazas con
microsatélites nucleares. Heterocigosis esperada (Hg); Coeficientes de endogamia (Fis).

Especie Subespecie He Fis No. loci Autor
subsp. pepo México 0.573 0.123
. pepo comerciales de EUA 0.638 0.101 0 I\fo""r;ee!agt";
subsp. fraterna 0.292 0.559 2019 '
subsp. ovifera var. ovifera 0.564 -0.089
subsp. argyrosperma 0.41 0.033 Sanchez-de la
C. argyrosperma subsp. sororia 0.428 0.077 9 Vegz?)le;al.,
Hernandez-
C. moschata 0.395 0.18 11 Rosales, en
proceso

Las estimaciones de coeficiente de endogamia entre microsatélites y SNPs
no son comparables de manera directa, debido al tipo de muestreo del genoma que
realizan cada uno de estos marcadores (Waples y Gaggiotti, 2006; Allendorf y
Luikart, 2007; Butler, 2012). Con los SNPs tenemos un muestreo mas amplio de
todo el genoma, que nos da una mejor idea de la variacion genética global y local a
lo largo del genoma, permitiéndonos en principio distinguir entre seleccién y eventos
demograficos como la endogamia (Chakraborty et al., 1999; Gill, 2001; Helyar et al.,
2011).

7.3 Estructura, diferenciacion y flujo genético

En cuanto a la estructura genética, para la prueba de Fst pareada para las diferentes

subespecies y variedades de C. pepo encontramos que no existe estructura
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genética entre estas. Los valores de Fst mas altos, pero sin tener diferencias
estadisticamente significativas, fueron entre C. pepo subsp. fraterna y C. pepo
subsp. ovifera, y entre C. pepo subsp. fraterna y las variedades comerciales de
Estados Unidos. La falta de estructura genética resultante del andlisis de Fst, puede
deberse a que dentro de cada grupo asignado para la prueba se encuentran
individuos que presentan evidencias de flujo genético con otras subespecies y/o
variedades, o0 que incluso pertenecen a otros grupos genéticos, como lo reflejan las

pruebas de IBS (Figura 3) y Admixture (Figura 4).

En los analisis de asignacion de los individuos de C. pepo a grupos genéticos,
encontramos que existen tres claros grupos genéticos, como se habia reportado
previamente, pero los grupos son diferentes (Paris et al., 2003; Castellanos-Morales
et al., 2019). Encontrados que con SNPs lo grupos que se forman no presentan una
asignacion clara ni por subespecie ni por morfologia. Por ejemplo, los tres individuos
de C. pepo subsp. ovifera var. ovifera que en el IBS se agrupan en el grupo verde
(Figura 3), junto con C. pepo subsp. fraterna 'y C. pepo subsp. pepo. La asignacién
de estos tres individuos al grupo genético verde podria deberse cuando menos en
parte al origen polifiletico de C. pepo subsp. ovifera, sugerido en la filogenia de 44

loci nucleares de Kates y colaboradores (2017).

En general, podemos notar que C. pepo subsp. fraterna presenta una mayor
proporcién de genotipo verde, aunque dos individuos de C. pepo subsp. ovifera var.
ovifera son mayoritariamente genotipo amarillo, mientras que el genotipo rojo se
encontré en mayor frecuencia en las variedades comerciales. Esto sugiere que la
estructura genética de C. pepo encontrada con SNPs esta relacionada a la
proporcion del genotipo que compone a los individuos, que pueden ser mas
cercanos a la subespecie C. pepo subsp. fraterna (grupo verde), mas cercanos a la
subespecie C. pepo subsp. ovifera var. ovifera (grupo amarillo) y a las variedades

comerciales mejoradas (grupo rojo) (Figuras 3y Figura 4).

Esta asignacién de los individuos puede deberse a diferencias en la
resolucién que dan los marcadores empleados. Por un lado, Paris et al. (2003)

emplearon marcadores AFLPs, los cuales son especialmente Gtiles para analizar la
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diversidad genética de especies no modelo — ya que no requieren un conocimiento
previo sobre las secuencias de cebadores para la especie objetivo — pueden tener
limitaciones, por ejemplo debido a que en algunos casos son dificiles de reproducir
(Zabeau y Vos, 1993; Vos et al., 1995; Schlétterer, 2004). Ademas, una desventaja
que muestran es que al ser un marcador dominante, reduce su poder en los analisis
de diversidad y la consanguinidad dentro de especies cultivadas (Marsjan y
Oldenbroek, 2006).

Por otro lado, Castellanos-Morales et al., (2019) emplearon microsatélites
nucleares, los cuales se caracterizan por ser altamente polimorficos, abundantes y
estar distribuidos de manera uniforme en todos los genomas. Ademas, presentan
una tasa de mutacion alta, lo que permite tener una mejor aproximacion de la
genética poblacional de la especie o taxa analizado, especialmente si es de origen
reciente (a veces hasta cientos de afios o aun menos), como pueden ser las
especies domesticadas (Schlotterer, 2004; Helyar et al.,, 2011). Sin embargo, la
incertidumbre acerca de las tasas de mutacion y el patrén existente en los
microsatélites complica enormemente el analisis y la robustez de estos (Ellegren,
2000; Schlotterer, 2000).

Por dltimo, los SNPs tienen como ventaja principal su alto potencial de
obtener muchos marcadores a un costo moderado (Schlétterer, 2004), pero son
menos variables en comparacion con los microsatélites, ya que tienen una tasa de
mutacion menor (Waples y Gaggiotti, 2006; Allendorf y Luikart, 2007; Foll y
Gaggiotti, 2008). Ademas, presentan la desventaja de que actualmente el poder
computacional y los programas disponibles sélo permiten analizar un locus dos
alelos, lo que tiene por consecuencia que la probabilidad de que se identifique un
SNPs en el panel de verificacion esta en funcion de la frecuencia de alelos minimos
(MAF). Es decir, aquellos SNPs con un MAF muy bajo — que suelen ser los mas
recientes — tienen menor probabilidad de ser detectados, en comparacion con
aguellos con un MAF més alto — que suelen ser los mas antiguos — (Helyar et al.,
2011). Por lo que todo analisis dependiente de las frecuencias alélicas — como lo

es la estructura genética — puede verse afectado (Wirschum et al., 2013).
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Sin embargo, al tener un muestreo mucho mas amplio de todo el genoma, en
lugar de tener menos de 50 marcadores, los SNPs nos permiten tener cientos o
miles de marcadores genéticos. Analisis computacionales han demostrado que, en
promedio, sélo se necesitan de 25 a 50 loci SNPs para obtener probabilidades
equivalentes de coincidencia aleatoria como las obtenidas con microsatélites
(Chakraborty et al., 1999; Gill, 2001). Por lo que los SNPs no reflejardn una
estructura genética muy reciente, sino una mas relacionada al flujo genético
histérico y la retencion de caracteres ancestrales de C. pepo. Como lo podemos
observar en las pruebas de IBS (Figura 3) y de Treemix (Figura 6), donde
encontramos que en C. pepo ha existido mucho flujo genético historico, relacionado
a su domesticacion (Castellanos-Morales et al., 2019). El cual en su mayoria se
lleva a cabo para realizar mejoramiento de las variedades (Cohen et al., 2003; Paris
et al., 2003; Formisano et al., 2010).

Ejemplo de esto son las accesiones de C. pepo subsp. fraterna y las muestras
de C. pepo subsp. pepo para las localidades de México, que no se encuentran
dentro del grupo genético verde del IBS (Figura 3), y que los analisis sugiere flujo
genético con variedades comerciales. Estas aunque en el andlisis de ancestria
presentan genotipo mayoritariamente verde, también estdn compuestas por

genotipo rojo y/o amarillo en distintas proporciones (Figura 4).

El mismo patr6n encontramos para las variedades comerciales de C. pepo,
las cuales se distribuyen entre los tres grupos genéticos encontrados en el IBS
(Figura 3), pero al observar su composicion genotipica existe una correspondencia
de la proporcién del genotipo con asignacién al grupo genético del IBS. Esta
composicidén genética tan variada que presentan las accesiones comerciales puede
ser el resultado de un proceso de hibridacion entre las diferentes subespecies y
variedades de C. pepo. Aunque también puede deberse al hecho de que a veces
se toma una de las diferentes subespecies y variedades de C. pepo como uno de
los parentales y se cruza con alguna otra especie del género Cucurbita,
especialmente para producir formas resistentes a enfermedades (Andres, 1987,
Robinson y Shail, 1987; Cohen et al., 2003; Paris et al.,, 2003; Paris, 2018;
Castellanos-Morales et al., 2019).
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La localidad San Luis Potosi presenta evidencias claras de que representa
un cultivo de la variedad comercial Spaghetti (Figura 3 y 4). C. pepo es la calabaza
mas comercializada a nivel mundial, por lo que el acceso a las semillas de
variedades comerciales para cultivo es relativamente sencillo. Por ejemplo,
personas que migran de las grandes ciudades a zonas mas rurales, pueden acceder
a terrenos y sembrar sus propias "milpas” sin que necesariamente las semillas
provengan de un cultivo tradicional, o incluso pueden conseguir semillas en
supermercados y emplearlas para cultivo de consumo personal o comercio muy
local (Sr. José Luis Aboites, San Miguel de Allende, com. pers.). Por lo tanto, es
muy probable que las muestras de esta localidad provengan o de un monocultivo
tecnificado, los cuales son cada vez mas comunes en la region del Bajio Mexicano,
o de algun terreno de personas que implementaron sus propios cultivos con semillas

de esta variedad comercial.

En cuanto a la mayoria de las variedades de C. pepo subsp. pepo cultivadas
en México, podemos notar que en la red IBS (Figura 3) éstas se agrupan con las
muestras asignadas al grupo genético verde en el analisis de ancestria (Figura 4).
Ademas, en el andlisis de Treemix (Figura 6) podemos notar que hay dos lineas
cruzadas, que representan los eventos de flujo genético con C. pepo subsp.
fraterna. Siendo esto concordante con la hipétesis de que C. pepo subsp. fraterna
es el ancestro silvestre mas probable para las variedades cultivadas de manera
tradicional en México de C. pepo subsp. pepo, con eventos de flujo genético
histéricos entre estas dos subespecies (Andres, 1987; Castellanos-Morales et al.,
2019).

7.4 Relevancia de los recursos genéticos y su conservacion

La diversidad fitogenética se centra principalmente en regiones conocidas como
centros de diversidad — por ejemplo, Mesoamérica — (Harlan, 1971; Piperno y
Pearsall, 1998; Purugganan y Fuller, 2009; Meyer y Purugganan, 2013). Los

agricultores de centros de diversidad, suelen practicar la agricultura tradicional,
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cultivando variedades locales que han sido seleccionadas a lo largo de muchas
generaciones (Bastias Marin, 2008).

En México, este sistema de cultivo tradicional es conocido como milpa, el
cual conserva una importante cantidad de diversidad genética, ayudando asi a la
conservacion de los recursos fitogenéticos relevantes para el desarrollo de las
sociedades humanas (Bastias Marin, 2008; Lobo, 2008). Desafortunadamente, el
cambio de la sociedad ha puesto en peligro la diversidad producida durante el
proceso de domesticacion y el continuo proceso evolutivo desde las especies
silvestres ancestrales hasta las variedades modernas (Bastias Marin, 2008; Lobo,
2008; Zizumbo et al., 2010). Con el paso de los afios, la milpa ha sido gradualmente
desplazada por sistemas de cultivo mas tecnificados, en los cuales se ve disminuida
la diversidad genética de los cultivos, ya que se maneja una sola variedad que suele
ser una comercial mejorada, con menor diversidad genética, la cual puede substituir

a las variedades nativas con mayor diversidad (Sanchez de la Vega, 2017).

En los ultimos afios se ha modificado radicalmente la distribucion y estructura
de la diversidad agricola para la alimentacion, perdiéndose mas del 80%, debido a
los procesos de desplazamiento de variedades tradicionales por mejoradas, y la
eliminacién de las poblaciones de las especies silvestres que dieron origen a las

variedades domesticadas (Lobo, 2008; Zizumbo et al., 2010).

El cultivo de variedades comerciales de calabaza en México comenzé hace
aproximadamente 25 afios, principalmente en las regiones agricolas de Sonora y
Sinaloa (Sanchez de la Vega, 2017). En este trabajo encontramos evidencia de esta
substitucion, ya que las variedades de C. pepo subsp. pepo cultivadas en México
de forma tradicional aparentemente tienen sefiales de flujo genético con variedades
comerciales de Estados Unidos como es el caso de Zacatecas, Durango y
Michoacan. Inclusive, en el caso de nuestra muestra de San Luis Potosi,
encontramos un desplazamiento total de las variedades tradicionales mexicanas por

variedades comerciales (C. pepo subsp. pepo var. Spaguetti).

Es posible que en el futuro la diversidad genética de las variedades locales

de México se vea seriamente afectada por el aumento de sistemas de cultivo
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intensivos, que tienen una mayor productividad al corto plazo, pero pone en riesgo
la sustentabilidad del sistema agricola (Zizumbo et al., 2010), debido a que se ha
sugerido que la sustentabilidad de un sistema agricola deberia depender de que tan
diverso en numero de especies sea éste, ya que de esta diversidad dependen los
servicios reguladores esenciales, y por tanto el soporte de la produccién (Jarvis et
al., 2007).

La diversidad genética de los recursos agricolas permite a los cultivos
adaptarse a diferentes ambientes y condiciones de crecimiento. Si consideramos la
velocidad a la que se estan perdiendo estos recursos genéticos (Bastias Marin,
2008; Zizumbo et al., 2010), ademas de la alta dependencia de las poblaciones
rurales a la agricultura, —se estima que las poblaciones rurales dependen en 90%
de los recursos bioldgicos para satisfacer sus necesidades de supervivencia
(Shand, 1997) —es indispensable plantear un plan de conservacion de los recursos
genéticos almacenados en los cultivos tradicionales de nuestro pais. Por ejemplo,
se podria renovar y aumentar la coleccion de semillas de C. pepo subsp. pepo del
banco de germoplasma con semillas que sean realmente de cultivos tradicionales,
ademas de aumentar el niumero de muestras de las especies y subespecies

silvestres de calabazas como C. pepo subsp. fraterna.
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8. Conclusiones

En este trabajo se analiz6 con datos gendmicos la estructura genética de las
diferentes subespecies y variedades de C. pepo. Los resultados difieren de los
previamente reportado (Paris et al., 2003; Castellanos Morales et al., 2019). Si bien
se mantienen tres grupos genéticos, estos no se separan segun la clasificacién
taxondmica, sino que aparentemente correlacionan con su cercania evolutiva o
geografica, no queda claro! a C. pepo subsp. fraterna, C. pepo subsp. ovifera, 0 a

las variedades comerciales.

Es muy probable que la estructura genética que encontramos con SNPs este
determinada, cuando menos en parte, por retencion de caracteres ancestrales o por
incomplete lineage sorting (separacion incompleta del linajes = polimofrimso
ancestrales), ya que la divergencia entre estas subespecies es muy reciente, y la
resolucion a la que trabajan los SNPs no nos permite ver con tanta facilidad

estructuras genéticas muy recientes como lo hacen los microsatélites.

También encontramos que evidencia que se puede interpretar como que las
variedades tradicionales cultivadas en México de C. pepo subsp. pepo estan siendo
desplazadas por variedades comerciales mejoradas, especialmente en las regiones
del bajio y norte de México. Sabemos que las variedades comerciales suelen tener
una mayor resistencia a ciertas plagas (Paris, 2008), ademas pueden tener mayor
valor econémico en el mercado, pero ponen en riesgo la diversidad genética de las
variedades tradicionales, afectando también el futuro de este valioso recurso
fitogenético.
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9. Perspectivas

Entender como funcionan los procesos de seleccion artificial de caracteres a nivel
genomico en las especies domesticadas permitira realizar mejoras en los cultivos

para hacerlos mas eficientes en su produccion.

Este trabajo es un primer acercamiento para entender estos procesos en la
calabaza C. pepo. Pero aun hace falta conocer exactamente cuales son los genes
gue estan siendo seleccionados por la domesticacion. Para trabajar solo con los loci
neutrales y poder observar la diversidad y estructura genética propia de la especie
C. pepo sin ver los efectos de los loci con seleccion, se realizd la prueba de
Bayescan, encontrando 51 loci bajo seleccion, de los cuales 19 presentaron sefiales
de seleccién direccional, y 32 presentaron evidencia de seleccién balanceadora
(Figura 7).
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Figura 7. Gréfico de la probabilidad de los SNPs a presentar sefiales de seleccién VS sus valores
de Fsrt. De color naranja se encuentran todos los SNPs con p < 0.05 de presentar sefiales de
seleccion.

Aun haria falta mapear y anotar estos loci en el genoma de referencia C. pepo
subsp. pepo var. Zucchini, para entender las regiones y genes involucrados y de
esta forma comenzar a entender realmente que es lo que se esta seleccionando

durante el proceso de domesticacion y mejoramiento de esta calabaza.
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Otro paso a dar serd entender que genes comparten entre las diferentes
subespecies y variedades de C. pepo. Para ello se podria hacer un analisis
gendmico de cada una de las subespecies reconocidas (C. pepo subsp. pepo, C.
pepo subsp. fraterna, C. pepo subsp. ovifera var. texana, C. pepo subsp. ovifera var.
ozarkana y C. pepo subsp. ovifera var. ovifera), de tal forma que se pueda ver que
regiones del genoma se comparten entre ellas y cuales difieren, cuales son las
regiones gendmicas que se comparten de forma ancestral entre las tres
subespecies, y cuales se han ido modificando con el tiempo e incluso muestran
sefales de flujo genético antiguo o reciente entre ellas. Esto permitird entender
mejor que es lo que da la estructura genética de esta especie, y como ha sido su

historia de domesticacion.
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