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Resumen:

México es centro de origen y diversificacion del género Cucurbita. Dentro de sus limites geograficos se
encuentran 15 taxa del género, de los cuales 5 son endémicos de México y otros 5 son taxa
domesticados. Sin embargo, estos taxa habian sido poco estudiados desde el punto de vista genético
hasta antes del desarrollo de la primera fase del presente proyecto. Durante la primera fase del proyecto
se realizaron avances considerables en el analisis filogenético de todos los taxa (excepto C. radicans),
asi como en estudios poblacionales de tres taxa domesticados (C. argyrosperma ssp. argyrosperma, C.
moschata y C. pepo ssp. pepo) y sus parientes silvestres mas cercanos (C. argyrosperma ssp. sororia
y C. pepo ssp. fraterna). De acuerdo con estos analisis, la diversificacién del grupo ocurrié durante el
Pleistoceno, siendo los grupos xerofiticos perennes los mas basales y observandose una progresion de
norte a sur en el area de distribucion de los grupos. Adicionalmente, se detectaron niveles de variacion
genética considerable en los taxa domesticados y sefales de flujo génico entre C. argyrosperma ssp.
argyrosperma y el taxa silvestre C. argyrosperma ssp. sororia. Por otra parte, se ha avanzado
considerablemente en el ensamble y anotacion de los genomas de C. argyrosperma ssp. argyrosperma,
C. argyrosperma ssp. sororia y C. moschata; datos que permitiran identificar regiones gendémicas
asociadas con el sindrome de domesticacion y con la respuesta a distintas condiciones ambientales. En
la presente fase del proyecto se obtendran datos moleculares de regiones de mitocondria, cloroplasto y
microsatélites nucleares para complementar los datos obtenidos durante la primera fase del proyecto en
las especies cultivadas y sus parientes cercanos. Ademas, se obtendran SNPs con el método tGBS para
todas las especies del género distribuidas en México y se secuenciaran y analizaran genomas tanto de
taxa domesticados como silvestres con el objetivo de: 1) Estudiar detalladamente la diversidad genética
de las especies de Cucurbita que crecen en México y su relacion con variables climaticas, incluyendo
aspectos gendémicos a nivel poblacion; y 2) Avanzar en el estudio genémico de diferentes especies de
Cucurbita y sus comparaciones en términos de evolucién molecular. Se realizaran analisis de genética
y genomica de poblaciones, asi como filogenia y filogeografia de taxa silvestres y domesticados y de
adaptacion local para profundizar en la compresién del proceso de domesticacion de las especies del
género Cucurbita, su biogeografia y demografia histérica y relaciones de ancestria-descendencia entre
especies silvestres y domesticadas. También se van a llevar a cabo analisis de genémica comparativa,
que permitan avanzar en la comprension de los cambios gendmicos asociados al sindrome de
domesticacion y adaptacion a distintas condiciones ambientales.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente o la
descripcion de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacion adicional sobre ellos,
pueden consultarse en www.conabio.gob.mx
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RESUMEN DEL PROYECTO

México es centro de origen y diversificacion del género Cucurbita. En el pais se encuentran 15 taxa
del género, de los cuales cinco son endémicos de México y otros cinco son taxa domesticados. Los
taxa domesticados habian sido poco estudiados desde el punto de vista genético y evolutivo antes
del desarrollo de la primera fase del proyecto. En la primera fase se realizaron avances en el
andlisis filogenético, genético y evolutivo de todos los taxa mexicanos, asi como en estudios
poblacionales de tres taxa domesticados (C. argyrosperma ssp. argyrosperma, C. moschata y C.
pepo ssp. pepo) y en dos de sus parientes silvestres cercanos (C. argyrosperma ssp. sororia y C.
pepo ssp. fraterna). En esta segunda fase se han obtenido datos moleculares de regiones de
mitocondria, cloroplasto y microsatélites nucleares para completar la informacidn obtenida
durante la primera fase en las especies cultivadas y sus parientes silvestres. Adicionalmente, con
los objetivos de i) estudiar detalladamente la diversidad genética de las especies de Cucurbita que
crecen en México y su relacion con variables climaticas, incluyendo aspectos gendmicos a nivel
poblacidn, y ji) avanzar en el estudio gendmico de diferentes especies de Cucurbita y sus
comparaciones en términos de evolucién molecular, obtuvimos marcadores gendmicos (SNPs) a
nivel poblacional usando métodos de secuenciacién masiva (GBS) para las especies silvestres y
domesticadas del género en México y estamos secuenciando y analizando genomas tanto de taxa
domesticados como silvestres. Analizando la genética y gendmica de poblaciones para diferentes
especies domesticadas y silvestres, generamos por primera vez una filogenia incluyendo a todos
los taxa del género. Iniciamos la descripcidn filogeografica de taxa silvestres y domesticados y
analisis de su adaptacion local, para asi profundizar en la comprensién del proceso de
domesticacién y evolutivo del género Cucurbita. Describimos aspectos de la biogeografia y
demografia histdrica, asi como relaciones de ancestria-descendencia entre especies silvestres y
domesticadas. También avanzamos en analisis de gendmica comparada que estan permitiendo
comprender los cambios gendmicos asociados a la adaptacion a distintas condiciones ambientales
en las especies silvestres y en las variedades locales de las especies cultivadas y aspectos de su
domesticacion. Ademas, hemos avanzado en la escritura y publicacidn de siete articulos cientificos

de primer nivel y tres de divulgacién nacional, asi como en tesis a diferentes niveles.
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INTRODUCCION

Meéxico es centro de origen y diversidad del género Cucurbita, ya que en sus limites
geograficos se encuentran 15 de los 20 taxa que lo conforman. De forma tradicional, estos
20 taxa han sido divididos en dos grandes grupos: el de las especies xerofiticas, con raices
tuberiformes perennes de almacenamiento, y el de las especies mesofiticas, anuales o
perennes de vida corta, con raices fibrosas. Dentro de los 15 taxa mexicanos podemos
encontrar a cuatro de los cinco taxa domesticados del género (C. argyrosperma ssp.
argyrosperma, C. pepo ssp. pepo, C. ficifolia y C. moschata) y 11 taxa silvestres. Antes del
inicio de la primera fase de este proyecto, era evidente la existencia de vacios de
informacidn y la necesidad de estudios especificos acerca de los taxa silvestres nativos de
Meéxico, asi como la falta de actualizacién en los andlisis genéticos realizados hasta ese
momento.

Dentro del género, México es importante respecto a la distribucién de los taxa
silvestres, ya que la mayoria de estos (11 de 14) crece de manera natural en nuestro pais:
C. cordata, C. palmata y C. digitata (grupo Digitata) en la peninsula de Baja California,
Sonora y Chihuahua; C. radicans, C. foetidissima, C. pedatifolia y C. scabridifolia (grupo
Foetidissima) en el Eje Neovolcanico, la Sierra Madre del Sur y el desierto Chihuahuense,
C. argyrosperma ssp. sororia (grupo Argyrosperma), en la costa del Pacifico y la costa del
Golfo de México; C. okeechobeensis ssp. martinezii y C. lundelliana (grupo Lundelliana) en
la Sierra Madre Oriental, la peninsula de Yucatan y en la regién del Golfo de Méxicoy C.
pepo ssp. fraterna (grupo Pepo) en Tamaulipas.

Durante la primera fase de este proyecto se trabajo principalmente con cuatro taxa
domesticados (C. pepo ssp. pepo, C. argyrosperma ssp. argyrosperma, C. moschata, y C.
ficifolia) y dos de sus parientes silvestres mas cercanos (C. argyrosperma ssp. sororia 'y C.
pepo ssp. fraterna).

En esta segunda fase del proyecto se concluyeron los andlisis de cloroplasto,
mitocondria y microsatélites que se iniciaron con taxa cultivados en la fase previa, se
finalizo con la colecta y se ha avanzado considerablemente con la obtencidn de datos de

todos los parientes silvestres del género distribuidos en México.
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Nuestros resultados filogenéticos y de evolucién molecular (Castellanos-Morales et
al., 2018; Aguirre-Dugua et al., 2019) indican que los distintos taxa se ubican en grupos
bien definidos: las especies xerofiticas perennes aparecen en una posicion basal en las
reconstrucciones filogenéticas, con tiempos de divergencia aparentemente asociados a
cambios climaticos en el pasado. Los andlisis muestran que en C. pepo han ocurrido al
menos dos eventos de domesticacién independiente: uno en México y otro en el territorio
de E.U.A. y se detecta la filiacién (previamente propuesta en otros estudios) de C.
moschata con el grupo Argyrosperma (Castellanos-Morales et al., 2018, 2019).

Los analisis a nivel poblacional con cloroplasto, mitocondria y nldcleo muestran que
las variedades de C. argyrosperma ssp. argyrosperma, C. moschata y C. pepo ssp. pepo
cultivadas en México se encuentran bien diferenciadas, con poco o nulo flujo génico entre
ellas, mientras que se detectan sefiales de flujo génico entre la especie cultivada C.
argyrosperma ssp. argyrospermay su contraparte silvestre C. argyrosperma ssp. sororia.
Tanto en C. argyrosperma como en C. moschata se observa una clara diferencia de las
variedades cultivadas en la peninsula de Yucatan. Cucurbita pepo ssp. pepo se encuentra
bien diferenciada de su contraparte silvestre, C. pepo ssp. fraterna (Sanchez de la Vega et
al., 2018; Castellanos-Morales et al., 2018, 2019; Hernandez-Rosales et al., 2020).

Asimismo, se generaron datos genéticos a nivel poblacional con marcadores
moleculares producto de secuenciacién masiva (Genotyping by sequencing, GBS), se
ensamblaron y analizaron los genomas de referencia de algunas especies silvestres y se
realizaron andlisis detallados de gendmica comparada entre especies silvestres y
cultivadas de México (Barrera-Redondo et al., 2019, 2021; Martinez-Gonzalez et al., 2021).

En resumen, en este proyecto hemos logrado avances en la caracterizacion y la
determinacion de la distribucidon de la diversidad genética de las diferentes especies del
género Cucurbita que crecen en México mediante el uso de marcadores moleculares y de
datos gendmicos. Una vez que se concluya el analisis de los datos poblacionales de los
taxa silvestres sera posible: i) analizar aspectos de la adaptacion en la distribucién de cada

una de las especies y ii) proponer estrategias para la conservacion de la diversidad
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genética de las especies silvestres y domesticadas del género Cucurbita que crecen en

México.
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OBJETIVOS GENERALES DEL PROYECTO (SEGUNDA ETAPA)

1) Estudiar detalladamente la diversidad genética de las especies de Cucurbita que crecen
en México y su relacidon con variables climaticas, incluyendo aspectos gendmicos a nivel

poblacién.

2) Avanzar en el estudio gendmico de diferentes especies de Cucurbita y sus comparaciones
en términos de evoluciéon molecular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL PROYECTO Y ACTIVIDADES A REALIZAR

Estudios de diversidad genética en Cucurbita

1) Realizar colectas poblacionales de plantas del género Cucurbita, especialmente de
especies silvestres.

2) Concluir la filogenia de Cucurbita, incluyendo a C. radicans, y realizar analisis tipo
reloj molecular, incluyendo caracteres de cloroplasto y nucleares derivados de los
estudios gendmicos.

3) Determinar la distribucién de la diversidad genética de las especies del género
Cucurbita que crecen en México mediante el uso de marcadores moleculares y
datos gendmicos.

4) Proponer estrategias para apoyar en la conservacién de la diversidad genética de

las especies silvestres y domesticadas del género Cucurbita que crecen en México.

Estudios gendmicos en Cucurbita

5) Concluir el ensamble de los genomas completos de C. argyrosperma ssp. sororia y
C. moschata para realizar andlisis de gendmica comparada.

6) Obtener genomas de tres especies silvestres: C. okeechobeensis ssp. martinezii, C.
digitata y C. radicans para realizar andlisis de gendmica comparada.

7) Con estos genomas anotar SNPs obtenidos por tGBS para analisis poblacionales y
buscar correlaciones entre estos SNPs y patrones ambientales para detectar
sefiales de seleccion.
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8)

Avanzar en entender la evolucién del genoma de las especies que conforman el
grupo Argyrosperma dentro del género Cucurbita, los cambios genéticos en la
domesticacion y en diferentes caracteristicas como forma y tamano del fruto,
sabor amargo, y tamafio de semilla.

Avanzar en entender la evolucién del genoma de especies silvestres del género
Cucurbita, los cambios asociados a habitos perennes y anuales, asi como los
cambios genéticos asociados a distintas condiciones ambientales (xerdéfilos y

mesofilos).

METAS ESPECIFICAS DE LA SEGUNDA ETAPA DEL PROYECTO:

Estudios de diversidad genética

1)

2)

3)

Realizar colectas poblacionales de plantas del género Cucurbita, especialmente en
Baja California (C. cordata, C. digitata y C. palmata), asi como en la regién de
centro, oeste y norte de México (C. pedatifolia, C. foetidissima 'y C. radicans) y en la
region del sur de México y peninsula de Yucatan (C. okeechobeensis ssp. martinezii
y C. lundelliana), para asi tener mas poblaciones de los taxa silvestres que ayuden a
documentar y comparar los niveles de variacién y estructura genética en los taxa
silvestres y en los domesticados de este género.

Concluir andlisis filogenéticos de Cucurbita incluyendo a C. radicans y realizar
analisis tipo reloj molecular, buscando incluir caracteres de cloroplasto y nucleares
(derivados de los estudios gendmicos) para avanzar en la comprensién de la
dinamica evolutiva (tiempos, patrones geograficos y tasas de cambio) del género.
Terminar de amplificar microsatélites nucleares y regiones del cloroplasto y de la
mitocondria en las distintas especies silvestres y domesticadas del género en
México que se trabajaron durante la primera fase del proyecto. Con estos datos
vamos a estimar diferentes pardmetros genéticos y evolutivos, como los niveles de
endogamia de cada poblacidn, los niveles de flujo génico y estimar sus tamafos

efectivos actuales y en el pasado, e inferir aspectos de su demografia evolutiva (si
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las poblaciones han sido estables o han cambiado de tamafo, y cuando) con
simulaciones y andlisis de coalescencia.
4) Realizar mapas detallados de la distribucion de la variacidon genética, y propuestas

de conservacion del género Cucurbita.

Estudios gendmicos en Cucurbita

5) Obtener datos de PacBio para complementar el ensamble de los genomas de C.
argyrosperma ssp. sororia y C. moschata, y asi realizar analisis detallados de
gendmica comparada.

6) Obtener datos HiSeq y PacBio para ensamblar los genomas de C. okeechobeensis
ssp. martinezii, C. digitata y C. radicans que seran utilizados como grupos externos
en analisis de gendmica comparada y serviran para analizar aspectos relacionados
con la adaptacién en los taxa silvestres.

7) Obtener datos de tGBS de las especies domesticadas C. argyrosperma ssp.
argyrosperma, C. moschata y C. pepo ssp. pepo y de especies silvestres para las
gue contamos con muestras y para las nuevas colectas, con énfasis en los
ancestros de los taxa domesticados y las especies endémicas de México. De esta
manera tendremos una buena representacion de la variacidon genética y podremos
hacer estudios detallados de demografia histdrica y de seleccién en las especies
cultivadas y silvestres. Asimismo, se podran comparar los niveles de variaciéon
genética e identificar SNPs de interés para el mejoramiento de los taxa cultivados y
realizar estudios de seleccidn y adaptacién local, como puede ser resistencia a
enfermedades y/o la respuesta a variables ambientales en los taxa de este género
gue se distribuyen en México.

8) Realizar analisis de gendmica comparativa de los datos de secuenciacion masiva
next-gen de los genomas (HiSeq y PacBio) de taxa seleccionados del género (5
genomas) para explorar las similitudes y diferencias, asi como identificar

paralelismos a nivel gendmico entre taxa silvestres y cultivados. Esto nos permitira
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profundizar en la comprensidn de los cambios evolutivos relacionados con el

proceso de domesticacidon y adaptacion.

Generales
9) Construir una base de datos de la diversidad genética presente en las poblaciones
de Cucurbita en México.
10) Concluir la elaboracidn de los proyectos entregables indicadores de éxito del
proyecto.

11) Hacer informe final para la CONABIO.
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RESULTADOS, SIGUIENDO LOS OBJETIVOS, METAS E INDICADORES DE EXITO
DEL PROYECTO

1. Colectas poblacionales, base de datos de los registros obtenidos,

germinacion y extraccion de ADN.

Durante esta segunda etapa, se realizaron 16 salidas de campo a 28 estados del pais,
donde se colectaron un total de 309 poblaciones/localidades de 14 taxa, principalmente
silvestres. En la Tabla 1 se muestran los taxa colectados en las fases | y Il de este proyecto,
resultando en total en la colecta de 1,724 frutos. Cabe mencionar que se realizaron
colectas para especies que hasta la fecha eran poco frecuentes en bancos de

germoplasma como C. radicans, C. pedatifolia, C. scabridifolia y C. pepo ssp. fraterna.

Tabla 1. Nimero de registros de poblaciones/localidades obtenidas en las salidas a campo
e individuos con muestras de ADN de los taxa del género Cucurbita en México durante las
dos etapas del proyecto.

Especie /Taxa Numero de Frutos Muestras de ADN
localidades Colectados (localidades)
C. foetidissima 65 344 26 (13)
C. pedatifolia 14 67 103 (14)
C. radicans 22 144 96 (14)
C. scabridifolia 2 6 0
C. cordata 18 45 68 (17)
C. palmata 0 0 0
C. digitata 2 4 4(2)
C. lundelliana 25 101 78 (25)
C. okeechobeensis ssp. martinezii 21 109 33 (10)
C. argyrosperma ssp. sororia 30 387 134 (7)
C. argyrosperma ssp. argyrosperma 32 259 352 (25)
C. ficifolia 15 18 32 (14)
C. pepo ssp. fraterna 2 10 29 (1)
C. pepo ssp. pepo 14 32 291 (13)
C. moschata 47 198 256 (24)
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TOTAL 309 1,724 ‘ 1,567 (208)

Los frutos colectados pasaron por un proceso de secado, extraccion de semillas y
etiquetado para su conservacidon temporal en el laboratorio de Evolucion Molecular y
Experimental del Instituto de Ecologia (UNAM). Se depositaran de forma definitiva en el
banco de germoplasma de la FES Iztacala y una vez que se cuente con la carta de depésito,
serd enviada a la CONABIO. A partir de las colectas realizadas, ahora se cuenta con una de
las colecciones de semillas de Cucurbita silvestres mds completas, con suficientes
poblaciones de cada taxa, lo que permite tener una buena representacion de su
distribucion y diversidad. Las Unicas especies que no fue posible colectar de forma
extensiva y del que se tiene menor representacion fueron C. palmata y C. digitata, que se
distribuyen en los estados de Baja California y Sonora. No fue posible realizar la salida
programada en el mes de mayo de 2020 debido a la situacién sanitaria del pais, por el
COVID-19.

Los datos referentes a las colectas poblacionales durante las dos etapas del
proyecto han sido recopilados en una base de datos en formato Excel, la cual se entregara
junto con este informe final. La base de datos cuenta con 145 registros de la primera
etapa (2013-2017) y 187 de la segunda, para sumar 332 registros de 15 taxa distribuidos
en México. Los datos han sido recopilados tal y como se especifica en el punto 3 de los
términos de referencia del Apéndice 3 del Convenio especifico FB1837/PE001/18 como se
anexan (ver Base de datos colectas, Apéndice 1).

Adicionalmente, durante estas salidas se colectaron y procesaron 70 ejemplares
de herbario, que seran incorporados al Herbario Nacional MEXU en el Instituto de Biologia
de la UNAM y una vez que se cuente con la carta de recepcién de los ejemplares, esta sera
enviada a la CONABIO. Las localidades de origen de todos estos ejemplares de herbario
estan incluidas en la base de datos de registros de colecta entregada.

La germinacidn de semillas y la posterior extraccion de ADN se ha realizado con
diferentes poblaciones de cada taxa. El detalle del nimero de las muestras usadas en los

analisis de diversidad genética se puede observar en la Tabla 1. En total se extrajo ADN y
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se secuenciaron con diferentes marcadores (cloroplasto, mitocondria, microsatélites y

SNPs), un total de 1,567 Individuos de 208 localidades de 14 taxa.

2. Filogenia de Cucurbita, incluyendo a C. radicans, y analisis de reloj
molecular, buscando incluir caracteres de cloroplasto y nucleares

(derivados de los estudios gendmicos).

Este objetivo se cumplié exitosamente con el estudio filogenético del género Cucurbita,
que incluye a C. radicans. Como parte de esta seccidn se realizd la tesis de Licenciatura de
la alumna Leslie Mariel Paredes, quien obtuvo el grado en 2017. Se realizaron andlisis
detallados de reloj molecular y tiempos de divergencia que incluyeron caracteres de
cloroplasto y nucleares. El resultado final de este objetivo fue el articulo cientifico
“Historical biogeography and phylogeny of Cucurbita: insights from ancestral area
reconstruction and niche evolution” que ya fue publicado en la revista Molecular
Phylogenetics and Evolution (Castellanos Morales et al., 2018).

En este articulo analizamos la filogenia con datos moleculares (cloroplasto)
mediante métodos de maxima verosimilitud (con PhyML) y Bayesianos (con MrBayes) y se
calibraron y calcularon los tiempos de divergencia de los diferentes clados. También se
examinan las tasas de diversificacién de cada uno de los taxa. En este mismo articulo
utilizamos a la filogenia como una herramienta para realizar la reconstruccion de areas
ancestrales, para hacer pruebas de diferenciacion ambiental en cada uno de los grupos y
para obtener los modelos de distribucidn al presente y al pasado de cada uno de los taxa.
Anexamos el articulo con los agradecimientos al proyecto (Castellanos-Morales et al.,

2018, Apéndice 2).

3. Determinar la distribucion de la diversidad genética de las especies del
género Cucurbita que crecen en México mediante el uso de marcadores

moleculares y datos gendmicos.

En la primera fase del proyecto quedd pendiente concluir la obtencion de secuencias de
microsatélites, mitocondria, cloroplasto y SNPs de C. moschata, C. argyrosperma ssp.

argyrosperma, C. argyrosperma ssp. sororia, y C. pepo ssp. pepo. Ademds, en esta segunda
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fase se buscaba obtener y analizar SNPs de especies silvestres, y la realizacion de mapas
de distribucién de la diversidad genética de las especies.

Ya concluimos los andlisis de la diversidad genética con diferentes marcadores
como microsatélites, cloroplasto y mitocondria de las especies cultivadas y silvestres
asociadas. Los articulos que utilizan estos marcadores han sido publicados y/o estan en
etapa de revisién para envio a publicacidn.

Asi, en C. argyrosperma se realizo el andlisis de 19 poblaciones de C. argyrosperma
ssp. argyrosperma y seis de su pariente silvestre C. argyrosperma ssp. sororia usando
nueve loci de microsatélites nucleares. Este estudio forma parte del articulo “Genetic
Resources in the “Calabaza Pipiana” Squash (Cucurbita argyrosperma) in Mexico: Genetic
Diversity, Genetic Differentiation and Distribution Models”, publicado en la revista
Frontiers in Plants Science (Sanchez-de la Vega et al. 2018, Apéndice 2); estos resultados
son parte de la tesis de doctorado de Guillermo Sanchez de la Vega (Apéndice 2), en
proceso de titulacién.

Los datos del analisis de 12 loci de microsatélites nucleares de 13 localidades de
Meéxico y de cinco variedades comerciales de C. pepo son parte del articulo “Tracing back
the origin of pumpkins (Cucurbita pepo ssp. pepo L.) in Mexico", el cual fue publicado los
Proceedings of the Royal Society B (Castellanos-Morales, et al. 2019) que se anexa en el
Apéndice 2.

También se analizaron 11 loci de microsatélites nucleares de 24 variedades locales
de C. moschata distribuidas a lo largo de México. Su analisis se describe en el articulo
“Phylogeographic and population genetic analyses of Cucurbita moschata reveal
divergence of two mitochondrial lineages linked to an elevational gradient” publicado en
el American Journal of Botany 107(3) 1-16 (Hernandez-Rosales, et al. 2020 en el Apéndice
2); estos resultados son parte de la tesis de doctorado de Helena Socorro Hernandez

Rosales (Apéndice 2).

3.1. Cloroplasto y mitocondria.
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Se concluyé la obtencidn y andlisis de marcadores moleculares de cloroplasto y
mitocondria en las especies pendientes (C. argyrosperma ssp. argyrosperma, C.
argyrosperma ssp. sororia, C. moschata y C. pepo ssp. pepo).

En C. argyrosperma ssp. sororia se estudiaron 5,314 pares de bases (pb) de cuatro
regiones del cloroplasto (atpl-atpH, psbJ-petA, petlL-psbE y psbD-trnT) y 920 pb de la
region mitocondrial trnL-trnF en 139 individuos de 18 localidades a lo largo de su
distribucion completa. Los resultados forman parte de la tesis de Licenciatura de Fernando
Tapia Aguirre (FES lztacala, UNAM), quien se encuentra en proceso de titulacion (la tesis
completa se incluye en el Apéndice 2).

En C. moschata se analizé un total de 2,801 pb correspondientes a 3 regiones del
cloroplasto (rp/20-rps12, psbi-petA, atpl-atpH) y 1,027 pb de la mitocondria (region trnl-
trnF) en 256 individuos de 24 poblaciones a lo largo de su distribucidn. Estos datos se
analizan en la tesis doctoral de Helena S. Herndndez Rosales, quien se encuentra en
proceso de titulacién, asi como en su articulo “Phylogeographic and population genetic
analyses of Cucurbita moschata reveal divergence of two mitochondrial lineages linked to
an elevational gradient ” publicado en el American Journal of Botany (Hernandez-Rosales,
et al., 2020, Apéndice 2).

En el articulo “Evolutionary dynamics of transferred sequences between organellar
genomes in Cucurbita” publicado en el Journal of Molecular Evolution de Aguirre-Dugua et
al. 2019 (ver Apéndice 2), se realizaron andlisis de evolucién molecular y filogenéticos de
29 regiones de ADN. Este trabajo permitié identificar eventos de transferencia entre
organelos (mitocondria y cloroplasto) en la filogenia de Cucurbita y cambios en sus tasas

de sustitucion de nucledtidos.

3.2. GBS y obtencion de SNPs.
Se concluyeron los estudios de gendmica poblacional usando GBS para las especies

cultivadas C. argyrosperma ssp. argyrosperma, C. argyrosperma ssp. sororia, C. moschata

y C. pepo.
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Para obtener estos SNPs, inicialmente durante esta etapa del proyecto,
continuamos con la germinacion de semillas, y con la extraccién y cuantificacion de ADN.
A partir del ADN de alta calidad, se obtuvieron datos tipo tGBS de diversas especies.

En particular, los SNPs de C. argyrosperma se utilizaron para determinar la historia
demografica durante su domesticacién. Se usaron muestras recolectadas previamente en
todo México correspondientes a 117 individuos de argyrosperma, 50 individuos de
sororia, 19 individuos asilvestrados de la ssp. argyrosperma previamente reportados con
un fenotipo feral y un genotipo cultivado. Se obtuvieron 2861 SNPs neutrales que se
usaron para los analisis demograficos; se obtuvieron parametros de diversidad genética,
se evaluaron las relaciones genealdgicas y la estructura genética entre poblaciones
silvestres y cultivadas. Asimismo, se generaron modelos de coalescencia para indicar las
regiones probables donde fue domesticada la especie. Este estudio forma parte del
articulo publicado “The domestication of Cucurbita argyrosperma as revealed by the
genome of its wild relative.” En la revista Horticulture Research (Barrera-Redondo et al.
2021, Apéndice 2). Secciones de este articulo forman parte de las tesis doctorales de
Josué Barrera Redondo y de Guillermo Sanchez de la Vega (Apéndice 2).

Los SNPs de Cucurbita pepo fueron analizados como parte de la tesis de maestria
de la alumna Carmina Martinez Gonzalez “Diversidad y estructura genética en loci
neutrales de Cucurbita pepo subsp. pepo en México”, quien se tituld en diciembre de 2019
(ver Martinez Gonzalez, Tesis M. C. en Apéndice 2). Actualmente, este trabajo se
encuentra en proceso de publicacion en Frontiers in Ecology and Evolution con el titulo:
“Recent and historical gene flow in cultivated zucchini (C. pepo ssp. pepo) and its wild
relative, C. pepo ssp. fraterna in Mexico” (ver Martinez-Gonzélez et al. 2021, Apéndice 2).

Los SNPs de Cucurbita Moschata se han analizado parcialmente y se tienen
patrones preliminares de 96 individuos de 24 localidades de todo el pais, que se
genotiparon utilizando la tecnologia de secuenciacién tGBS. En total se retuvieron 1,797
SNPs neutrales y con estos marcadores se obtuvieron los estadisticos bdsicos de
diversidad. Ademas, se obtuvo la estructura genética y se realizaron analisis de asignacién

y PCA para determinar los grupos genéticos en las muestras. Una vez que se lleven a cabo

Informe final del proyecto “Diversidad genética de las especies de Cucurbita en México. Fase Il. Gendmica evolutiva y de 16
poblaciones, recursos genéticos y domesticacion.” Julio de 2021.



los andlisis finales y se tengan conclusiones puntuales se escribird un articulo cientifico.
estos andlisis forman parte de la tesis de Doctorado de Helena Hernandez Rosales

(Apéndice 2).

Adicionalmente se estan realizando los analisis demograficos de diferentes

especies silvestres, como se explica mas adelante en el presente informe.

3.3 Congreso de Ecologia.

La presentacién de los primeros resultados de los analisis de SNPs para diferentes
especies del género Cucurbita se hizo en el VIl Congreso Mexicano de Ecologia, realizado
en Querétaro, del 29 de septiembre al 4 de octubre de 2019. Se organizé un simposio
especifico titulado “Cucurbita (las calabazas), un género modelo para el estudio de la
ecologia, la evoluciéon y la domesticacidon” en colaboracién con otros grupos de
investigacion dedicados a este género. En total se presentaron ocho ponencias orales de

diferentes especies en dicho simposio.

4. Estrategias para apoyar en la conservacion de la diversidad genética de
las especies silvestres y domesticadas del género Cucurbita que crecen en

México.

En los articulos cientificos que hemos publicado y en los diferentes productos, como son
las tesis donde derivadas de este proyecto se discuten la conservacién de los diferentes
taxa estudiados. Adicionalmente, para difundir y generar conciencia de la importancia de

las calabazas, hemos publicado tres articulos de divulgacién sobre las calabazas.

El primer articulo de divulgacién fue publicado al final de la primera fase del
proyecto en la revista de difusién cientifica del Instituto de Ecologia de la UNAM, Oikos =
(ver Sanchez de la Vega, 2017, Apéndice 2) donde se hace un resumen del uso del género

desde su aparicidn en registros arqueo-botdnicos hasta los analisis gendmicos que
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estamos realizando actualmente. Uno de los objetivos principales es sensibilizar al lector

sobre la importancia de los recursos fitogenéticos y su conservacion.

El segundo articulo de divulgacion fue publicado en la Revista Especializada en
Ciencias Quimico-Bioldgicas “TIP” de la ENEP Zaragoza titulado “Domesticacién y recursos
genéticos y gendmicos de México: el caso de las Calabazas” (ver Eguiarte et al., 2018,
Apéndice 2). Cabe destacar que una fotografia del proyecto fue la portada de este nimero

de la revista.

Un tercer articulo de divulgacion trata sobre la diversidad e importancia en México
de los parientes silvestres de Cucurbita titulado “Los parientes pobres de la agricultura: las
calabazas silvestres, riqueza para nuestro futuro.” El articulo ha sido publicado en

Biodiversitas (ver Xitlali Aguirre-Dugua et al. 2020, Apéndice 2).

Diez fichas de diferentes taxa del género Cucurbita de la lista Roja (Red list UICN),
publicadas y puestas a disposicion desde agosto de 2019, fueron generadas con la
participacién de integrantes del proyecto en febrero de 2017, como parte del grupo
especialista en el «Taller regional para la evaluacién de riesgo de especies de parientes
silvestres de cultivos para la Lista Roja de la UICN». Este evento fue organizado por la
CONABIO y la UICN dentro del marco del proyecto “Salvaguardando parientes silvestres
de cultivos mesoamericanos” financiado por la Iniciativa Darwin del Reino Unido. Las 10
fichas en las que se colabord pueden consultarse en:

(https://www.iucnredlist.org/search?query=Cucurbita ).

Asimismo, producto también del taller, se colabord en el articulo “Extinction risk of
Mesoamerican crop wild relatives”, en el cual se analizaron diferentes escenarios y riesgos
a los que se enfrentan los taxa silvestres de Cucurbita, entre otros cultivos. Este trabajo
estd en proceso de publicacidn en la revista Plant, People, Planet y es coordinado por la
Dra. Barbara Goettsch de la UICN.

En este rubro, el trabajo desarrollado hasta la fecha y los resultados obtenidos en
este proyecto han permitido colaborar activamente en la CONABIO con: i) la elaboracién y

revision de las fichas correspondientes a los taxa de Cucurbita para la plataforma digital
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Enciclovida (2019), ii) en el cartel de difusién de los parientes silvestres de cultivos de
Mesoamérica (2019) vy iii) en el cartel de difusion de diversidad de calabazas en México

(2020).

5. Andlisis de gendmica comparada de C. argyrosperma ssp. sororia, C.

argyrosperma ssp. argyrosperma y C. moschata.

El genoma de Cucurbita argyrosperma comenzd a ser ensamblado de novo en la primera
fase del proyecto. Su ensamble se concluyd en la segunda fase del proyecto. Con este
genoma como referencia se compard el contenido de genes con otros cinco miembros
domesticados de la familia Cucurbitaceae, y ademas se analizaron los genomas de otras
tres especies domesticadas de Cucurbita. Se evalué la dinamica evolutiva de codificacion
de proteinas, de secuencias largas intergénicas de ARN no codificante (lincRNA). Se
encontré que las familias de genes de C. argyrosperma asociadas con la polinizacién y el
transporte de transmembrana tuvieron tasas evolutivas significativamente mas rapidas.
Los resultados sugieren que la duplicacion del genoma completo en Cucurbita resultd en
tasas mas rdpidas de evolucion de la familia de genes a través de la neofuncionalizacion de
genes duplicados. Este trabajo se publicé en Molecular plant en 2019 (The Genome of
Cucurbita argyrosperma (silver-seed gourd) reveals faster rates of protein-coding gene
and long noncoding RNA turnover and neofunctionalization within Cucurbita; Barrera-
Redondo et al., 2019 Apéndice 2).

Se realizé la secuenciacion de los genomas de C. argyrosperma ssp. sororia, de un
ejemplar de Puerto Escondido, Oaxaca, y de un ejemplar de C. moschata de Jiquipilas,
Chiapas. De ambas plantas primero se obtuvo ADN de alta calidad que se envio a
secuenciar en la plataforma lllumina en la Universidad de Berkeley. Adicionalmente se
envio a secuenciar el genoma de C. argyrosperma ssp. sororia en tres celdas en la
plataforma PacBio Sequel, obteniendo una profundidad de secuenciacién de 75.4x. Para el
genoma de C. argyrosperma ssp. sororia, se ensamblaron en contigs cortos y

posteriormente se utilizaron las lecturas de PacBio para ensamblar contigs mas largos. El
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genoma nuclear de C. argyrosperma ssp. sororia se ensamblé en 828 contigs,
correspondientes a un tamafio acumulativo de 253 Mbp y una N50 de 1.3 Mbp.
Asimismo, se termind de ensamblar el cloroplasto completo de C. argyrosperma
ssp. sororia (silvestre); estos genomas se utilizaron para realizar un analisis de gendmica
comparada con C. argyrosperma ssp. argyrosperma (domesticada) para identificar
cambios estructurales asociados al proceso de domesticacién, utilizando el genoma de C.
moschata como grupo externo. Estos analisis se realizaron en conjunto con los andlisis de
tGBS para generar una publicacion enfocada a la domesticacion de C. argyrosperma en
Mesoameérica. El articulo producto de dicho trabajo ya ha sido publicado en la revista
Horticulture Research (Barrera-Redondo et al. 2021, Apéndice 2). Secciones de este
articulo forman parte de las tesis doctorales de Josué Barrera Redondo y de Guillermo
Sanchez de la Vega (Apéndice 2). Adicionalmente se publicé la reseia “Gourds and
Tendrils of Cucurbitaceae: How Their Shape Diversity, Molecular and Morphological
Novelties Evolved via Whole-Genome Duplications” en Molecular Plant (Ver Barrera-

Redondo, et al., 2020a en Apéndice 2).

6. Secuenciacion de C. okeechobeensis ssp. martinezii, C. digitata, C. ficifolia

y C. radicans.

Se extrajo ADN de alta calidad para su secuenciacion gendmica de las especies C. ficifolia,
C. okeechobeensis ssp. martinezii, C. digitata y C. radicans. Estas muestras se enviaron
secuenciar mediante métodos secuenciacion paralela masiva, con el objetivo de
ensamblar de novo los genomas de estos taxa. A partir del proceso de secuenciacion a
través de la plataforma de lllumina HiSeq4000 se obtuvieron alrededor de 30 millones de
lecturas para las muestras secuenciadas de C. digitata y C. o. ssp. martinezii, de las cuales
cerca del 97% presentaron parametros de calidad adecuados para ser utilizados en el
proceso de ensamblado de los genomas correspondientes (Tabla 2). En cuanto a las
lecturas obtenidas por la plataforma de PacBio Sequel, para C. digitata se obtuvieron

5,112,097 y 8,265,255 para C. o. ssp. martinezii, las cuales fueron procesadas y utilizadas
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junto con las lecturas provenientes de la plataforma de Illumina para ensamblar los

genomas de ambas especies.

Tabla 2. Cantidad de lecturas de lllumina disponibles antes y después del proceso de filtrado
de calidad para cada una de las especies ensambladas.

Nimero de Numero de
. % de lecturas
Especie lecturas lecturas de alta .
. de alta calidad
crudas calidad
C. digitata 36,129,636 35,075,032 97.08
C. okeechobeensis ssp. martineezii 32,794,285 31,814,727 97.01

Después de realizar un proceso de ensamblado jerarquico (de secuencias contiguas
a scaffolds), se logré obtener un genoma compuesto por 769 fragmentos en el caso de C.
digitata y de 223 fragmentos para el caso de C. 0. ssp. martinezii. En ambos genomas se
lograron identificar mas del 95% de los genes conservados de copia Unica y
representativos del grupo de las embriofitas, lo cual indica que ambos ensamblados
contienen la mayoria de las secuencias de sus genomas.

Finalmente, las métricas de los dos ensamblados (Tabla 3) indican que el genoma
de C. digitata es de aproximadamente 258 Mb, mientras que el de C. okeechobeensis ssp.
martinezii es de 284 Mb, valores similares al tamafio de los genomas reportados para las
especies del género que ya han sido publicadas (C. pepo: 261 Mb; C. argyrosperma: 230
Mb; C. moschata: 269.9 Mb; C. maxima: 271 Mb).

Tabla 3. Métricas de los ensamblados de Cucurbita digitata (DIG) y C. o. ssp. martinezii (CP).

DIG Ccp
Numero de scaffolds 769 223
Tamano total de los scaffolds en pb 258,642,492 284,250,708
Scaffold mas largo en pb 20,748,420 23,433,386
Scaffold mas corto en pb 1,390 1,070
Numero de scaffolds > 1K nt 769 223
Numero de scaffolds > 10K nt 315 91
Numero de scaffolds > 100K nt 36 22
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Numero de scaffolds > 1M nt 21 21
Numero de scaffolds > 10M nt 17 19
Tamano promedio de scaffold en pb 336,336 1,274,667
Media del tamafio de scaffold en pb 7,585 6, 580
N50 (longitud del scaffold) en pb 11,219,285 13,667,081
L50 (Numero de scaffolds) 10 9

scaffold %A 31.94 31.83
scaffold %C 18 18.11
scaffold %G 18.04 18.09
scaffold %T 31.95 31.79
scaffold %N 0.07 0.17

Adicionalmente, ya se cuenta con una version del genoma de C. ficifolia de 238.9
Mbp en 91 scaffolds con una N50 de 10.5 Mbp. Esperamos obtener el genoma de C.
radicans secuenciado durante el presente afio. Lo anterior permitird contar con un
genoma de referencia para cada clado dentro del género Cucurbita, con los cuales se
podrdn anotar SNPs obtenidos por tGBS para analisis poblacionales y buscar correlaciones
con patrones ambientales para identificar seiiales de seleccién. Al mismo tiempo, se
realizaran diversos analisis de genémica comparada.

Estos resultados forman parte del proyecto de investigacion doctoral del M. en C.
Emanuel Villafan de la Torre que se titula “Gendmica evolutiva de las calabazas (género
Cucurbita),” bajo la direccién del Dr. Luis E. Eguiarte Fruns y quien se encuentra cursando
el segundo semestre del programa de Doctorado en Ciencias Bioldgicas de la UNAM. Por
lo anterior los resultados finales de este punto se veran reflejados en los préximos

semestres.

7. Anadlisis poblacionales con datos genomicos (SNPs) obtenidos por tGBS.
7.1 Especies cultivadas.

Como se ha mencionado anteriormente, contamos con datos de tGBS para cuatro
taxa cultivados, que en conjunto representan una muestra de mas de 450 individuos. Los
datos de C. argyrosperma estadn en prensa en este momento (Barrera-Redondo et al. 2021,

en apéndice 2). Los datos de C. pepo se presentan en un articulo en revisidon (Martinez-
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Gonzalez et al., 2021, en apéndice 2). Los datos de C. moschata se encuentran en proceso
de andlisis. Para C. ficifolia se evalué el flujo génico con otros taxa silvestres y se generaron
datos de GBS para 142 individuos de 58 localidades a lo largo de México. Se generaron
mas de 6,000 SNPs para realizar analisis de estructura y establecer modelos de
Coalescencia. este trabajo serd presentado en el congreso virtual de la Botanical Society

of America en julio de este afio.

7.2 Especies silvestres.

Realizamos los primeros analisis de los datos de tGBS de ocho taxa silvestres del
género, utilizando 440 individuos provenientes de 114 localidades (ver Analisis
preliminares de los taxa silvestres, en Apéndice 2). Una vez obtenidos los genotipos finales
a partir de las lecturas iniciales (crudas), se obtuvieron de manera global 9,609 SNPs para
los ocho taxa. Con estos datos, se hizo un Andlisis de Componentes Principales (PCA), para
representar graficamente las diferencias de los genotipos. Para evaluar la diversidad
genética se estimé la heterocigosis esperada (He), el nimero de polimorfismos
nucleotidicos simples bialélicos (SNPs) y el coeficiente de endogamia (Fis). Asimismo, para
evaluar el nivel de estructura genética por taxa, se realizd un analisis de asignacién
bayesiana de genotipos. Adicionalmente, se implementd un Analisis Espacial de
Componentes Principales (SPCA) para asociar a los grupos genéticos con su distribucion
espacial. Una vez con los grupos genéticos definidos, para cada especie fueron estimados
los parametros de diversidad mencionados junto con el pardmetro de estructuracién Fsr.
Finalmente, se obtuvieron mapas de los grupos genéticos y su asociacion geografica.

Estos analisis poblacionales con datos gendmicos en taxa silvestres nos serviran
para buscar correlaciones con patrones ambientales y para detectar sefiales de seleccién.
También nos van a ayudar a entender la evolucién de los genomas, los cambios genéticos
en la domesticacién y diferentes caracteristicas como forma y tamafio del fruto,
amargura, tamaio semilla y los cambios asociados a habitos perennes y anuales.
Adicionalmente, se podran abordar preguntas relacionadas a los cambios genéticos

asociados a distintas condiciones ambientales (xeréfilos y meséfilos).
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Especificamente, los datos de tGBS de 14 poblaciones de la especie silvestre C.
radicans forman parte de la tesis de Licenciatura que de la alumna Brenda Monterrubio
Lezama (proceso de revision de tesis). Este trabajo destaca porque se estd utilizando un
método de ensamble de alelos de novo. Con esta informacion se busca identificar SNPs
neutrales y SNPs bajo posible seleccion. Con estos datos se estimé la diversidad y

estructura genética y se estan buscando correlaciones ambientales.

ENTREGABLES E INDICADORES DE EXITO DEL PROYECTO

1. Base de datos de los registros de colectas obtenidos durante las nuevas salidas al
campo en la segunda etapa.

La base de datos de las colectas realizadas durante las dos etapas del proyecto estd
conformada por 145 registros de la primera etapa, principalmente con localidades de
especies y subespecies cultivadas y con 187 registros de la segunda etapa, en su mayoria
de especies silvestres. Esta base ya ha sido revisada anteriormente por la subcoordinacion
de inventarios Bidticos (SIB) y se han subsanado errores u omisiones. Conforme a los
acuerdos tomados durante la reunién con personal de CONABIOQ, la nueva base de datos
de esta segunda fase del proyecto se integrara con la base previa (ver Base de datos
colectas en Apéndice 1) y en suma se tienen 332 registros. A lo largo del proyecto se
compilaron registros fotograficos, que ya han sido entregados en informes anteriores.

Como resultado de este proyecto se cuenta a la fecha con un total de 70
ejemplares de herbario que serdn incorporados al Herbario Nacional MEXU en el Instituto
de Biologia de la UNAM y una vez que se cuente con la carta de recepcion de los
ejemplares, esta serd enviada a la CONABIO. Las localidades de origen de todos estos
ejemplares estan incluidas en la base de datos de registros que sera entregada a la

CONABIO.

2. Base de datos genéticos de las especies domesticadas y silvestres del género

Cucurbita en México.
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Se cuenta con las secuencias de cloroplasto, mitocondria, microsatélites nucleares
y SNPs, (estos ultimos en proceso de analisis en algunas especies) de C. argyrosperma ssp.
argyrosperma, C. argyrosperma ssp. sororia, C. moschata, C. pepo ssp. pepo, C. pepo ssp.
fraterna, C. pepo ssp. ovifera y ya se estdn incorporando las nuevas secuencias de SNPs de
diferentes especies. Los archivos de estas bases fueron entregados en el informe parcial
de septiembre de 2019. La direccién de los repositorios de datos de las diferentes especies
gue ya han sido analizados y publicados se adjunta en la tabla de entregables (Apéndice
1), donde se incluye esta informacién.

Con este informe final, los datos de variacion genética no publicados o en proceso
de andlisis fueron puestos a disposicion de la CONABIO por medio de la plataforma OSF

(Open Science Foundation https://osf.io/dashboard) con el proyecto osf.io/9q8dc/. La

Dra. Alicia Mastretta fue incluida en el proyecto como colaboradora con derechos de
lectura y escritura (Contributor Read+Write), de tal manera que cuenta con acceso
completo a todos los datos generados. Para todos los juegos de datos se incluyen las
lecturas originales, asi como los metadatos que describen la especie y procedencia de la
muestra. En el caso de los datos que ya han sido analizados, se incluyen los scripts y lineas
de comando para asegurar la reproducibilidad de los analisis. La informacion se encuentra
organizada en carpetas de acuerdo con el tipo de datos: GBS de especies silvestres, GBS
de especies cultivadas y genomas completos. Los andlisis e informacidn que se generen
posteriormente serdn entregados puntualmente a la CONABIO, incluyendo ligas a los
repositorios para el acceso de datos crudos junto con los métodos y scripts usados para

los analisis.

3. Una tesis de maestria. Estudio de la variacion morfolégica del género Cucurbita en
México. Esta tesis se inicioé durante la primera fase del proyecto y continuara durante la
segunda fase del proyecto.

Los caracteres utilizados presentaron muchos problemas en un primer andlisis, por
lo que vamos a requerir re-plantear su andlisis. Aun no se tiene el alumno para esta tesis,

por lo que posiblemente este trabajo lo realizaran en un futuro los diferentes asociados al
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proyecto. Actualmente nos encontramos en fase de obtencién de datos morfoldgicos de
las especies silvestres. Adicionalmente se concluyé la tesis de maestria “Diversidad y
estructura genética en loci neutrales de Cucurbita pepo subsp. pepo en México” la cual
defendid exitosamente Carmina Martinez Gonzalez (Apéndice 2) en diciembre de 2019.

Esta tesis se inicié durante la segunda fase del proyecto.

4. Tesis de doctorado en versidn para ser enviada a sinodales. Analisis de la diversidad
genética de Cucurbita argyrosperma Huber (Cucurbitaceae) en México. Esta tesis se
inicié durante la primera fase del proyecto, y concluira durante la segunda fase del
proyecto. Alumno: Guillermo Sanchez de la Vega

La tesis se encuentra escrita y se encuentra en tramites de titulacidén. Se anexa en

el Apéndice 2 del presente informe.

5. Tesis de doctorado. Genética de poblaciones y filogeografia de Cucurbita moschata
Duchesne ex Poir. (Cucurbitaceae) en México. Esta tesis se inicié durante la primera fase
del proyecto y concluira durante el segundo afio de la segunda fase del proyecto.
Alumna: Helena S. Hernandez Rosales.

La tesis se encuentra escrita y en tramites de titulacién. Se anexa en el Apéndice 2

del presente informe.

6. Tesis de doctorado. Genomica comparada de la domesticacion en Cucurbita
argyrosperma. Esta tesis se inicio durante la primera fase del proyecto, y el borrador del
articulo cientifico se presentara durante el segundo afio de la segunda fase del proyecto.
Alumno: Josué Barrera Redondo.

El alumno presentd y defendid la tesis en octubre de 2020. Se anexa en el

Apéndice 2 del presente informe.
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7. Articulo cientifico producto de los datos obtenidos durante la primera fase del
proyecto. Andlisis filogenético del género Cucurbita. Incluyendo a C. radicans que sera
amplificada durante la segunda fase del proyecto. Alumna: Leslie M. Paredes Torres.

El andlisis filogenético, incluyendo a C. radicans fue publicado en Molecular
Phylogenetics and Evolution en 2018 (Castellanos Morales et al. 2018) y fue entregado en
el informe anual en abril de 2019. También se anexa en el Apéndice 2 del presente

informe.

8. Manuscrito articulo cientifico producto de los datos obtenidos durante la primera fase
del proyecto. Enviado a una revista internacional. Recursos genéticos y filogeografia de
C. argyrosperma ssp. argyrosperma y C. argyrosperma ssp. sororia. Alumno: Guillermo
Sanchez de la Vega.

Ya fue publicado en 2018 en la revista internacional e indexada Frontiers in Plant
Science y fue entregado en el informe anual en abril de 2019. Se anexa en el Apéndice 2

del presente informe (Sanchez-de la Vega et al. 2018).

9. Manuscrito articulo cientifico producto de los datos obtenidos durante la primera fase
del proyecto. Enviado a una revista internacional. Recursos genéticos y filogeograficos
de C. pepo ssp. pepo y C. pepo ssp. fraterna. Gabriela Castellanos Morales y alumna
Karen Y. Ruiz Mondragén.

Este manuscrito ya se publicé bajo el titulo “Tracing back the origin of pumpkins
(Cucurbita pepo ssp. pepo L.) in Mexico" en la revista internacional indizada Proceedings of
the Royal Society B (Castellanos-Morales, et al. 2019). Se anexa en el Apéndice 2 del

presente informe.

10. Manuscrito articulo cientifico producto de los datos obtenidos durante la primera
fase del proyecto. “Phylogeographic and population genetic analyses of Cucurbita
moschata reveal divergence of two mitochondrial lineages linked to an elevational

gradient”. Alumna: Helena S. Hernandez Rosales.
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Este manuscrito ya se encuentra publicado con el titulo: "Phylogeographic and
population genetic analyses of Cucurbita moschata reveal divergence of two
mitochondrial lineages linked to an elevational gradient" publicado en el American Journal

of Botany (ver Hernandez-Rosales, et al. 2020 en el Apéndice 2).

11. Manuscrito articulo cientifico producto de los datos obtenidos durante la primera
fase del proyecto. Transcriptoma y genoma de C. argyrosperma ssp. argyrosperma.
Alumno: Josué Barrera Redondo.

Ya fue publicado en la revista Molecular Plant. Dicho articulo fue entregado en el
informe anual en abril de 2019 (Barrera Redondo et al. 2019). Se anexa en el Apéndice 2
del presente informe. Adicionalmente se publicé la resefia “Gourds and Tendrils of
Cucurbitaceae: How Their Shape Diversity, Molecular and Morphological Novelties
Evolved via Whole-Genome Duplications” en Molecular Plant, (Ver Barrera-Redondo, et

al., 2020a en Apéndice 2).

12. Manuscrito articulo cientifico producto de los datos obtenidos durante la primera
fase del proyecto. Gendmica comparada de especies domesticadas y silvestres de
Cucurbita. Alumno: Josué Barrera Redondo.

El manuscrito ha sido publicado recientemente con el titulo “The domestication of
Cucurbita argyrosperma as revealed by the genome of its wild relative” en la revista
Horticulture Research. Se anexa en el Apéndice 2 del presente informe (Barrera-Redondo

et al. 2021).

13. Manuscrito articulo cientifico producto de los datos obtenidos durante la primera
fase del proyecto. Andlisis comparativo de la variacion genética presente en las
cucurbitas silvestres en México.

Se llevaron a cabo los primeros analisis de los datos de tGBS de ocho taxa silvestres
del género, utilizando 440 individuos provenientes de 114 localidades. Se anexa el

documento “Analisis preliminares taxa silvestres” en Apéndice 2. Estos datos
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posteriormente se publicardn en un articulo con reconocimiento explicito en los

agradecimientos al proyecto.

14. Un articulo de difusién relatando los logros mas relevantes del proyecto.
(responsable RLS y LEE)

Se han publicado tres articulos de difusién: Sdnchez de la Vega, 2017 y Eguiarte et
al. 2018, que fueron publicados en las revistas de difusién Oikos del Instituto de Ecologia,
UNAM y TIP, de la FES Zaragoza UNAM respectivamente, y en un tercer articulo, enfocado
en los taxa silvestres de Aguirre-Dugua et al. 2020, fue publicado en Biodiversitas
(CONABIO) (se anexan en Apéndice 2).

Se tiene contemplado realizar un articulo de difusién con los resultados finales de
todo el proyecto, cuyo contenido se definird una vez se hayan concluido los analisis y
tocara los temas de la distribucién de la diversidad genética de calabazas silvestres y
domesticadas de México y su importancia para la conservacion de recursos fitogenéticos.

Asimismo, se colabord con CONABIO para producir material de difusion e incluir
una seccion sobre calabazas en su pagina web (Enciclovida), asi como para la elaboracion
de carteles de diversidad y un cartel sobre el proceso de domesticacidén de calabazas, y la
inclusiéon de fotografias colectadas durante el proyecto, en el banco de imagenes, guias
ilustradas de identificacion de especies, etc.

Adicionalmente, se publicé en 2020 el articulo “Variedades locales y criterios de
seleccion de especies domesticadas del género Cucurbita (Cucurbitaceae) en los Andes
Centrales del Peru: Tomayquichua, Huanuco”, en Botanical Sciences, 98. Este trabajo de
investigacion es el resultado de la colaboracion de dos alumnos del proyecto: Josué
Barrera-Redondo y Helena Hernandez-Rosales. (ver Barrera-Redondo et al. 2020b

Variedades locales de Cucurbita en Peru, Apéndice 2).

16. Informe de avances (a los 6 y 18 meses).
Ya se entregd y aprobd el primer informe semestral y el tercero en el mes de septiembre

de 2019.
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17. Informe anual y entrega de productos comprometidos para el primer afo del
proyecto.

El documento del informe anual fue entregado en abril de 2019.

18. Informe final del proyecto y entrega de productos comprometidos al finalizar el
proyecto.

Se realiza con el presente informe final.

19. Documento con “Propuesta de estrategias para apoyar la conservacion de la
diversidad genética de las especies silvestres y domesticadas del género Cucurbita que
crecen en México”.

Como se describid antes, tenemos muchos avances y discusiones al respecto,
especialmente para las especies cultivadas. El documento sobre la conservacion de la
diversidad genética esta pendiente y se elaborara una vez que tengamos todos los datos

analizados.

CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

El proyecto nos permitié explorar la distribucidn de la diversidad genética de las
especies del género Cucurbita que crecen en México, mediante el uso de herramientas
moleculares y datos gendmicos. Analizamos detalladamente su diversidad genética,
particularmente de las especies silvestres, vinculdndolas con variables climaticas e
incluyendo aspectos gendmicos a nivel poblacién. También logramos un avance notable
en el estudio genédmico de diferentes especies de Cucurbita de las cuales se tenian vacios
de informacion y se han generado comparaciones en términos de evolucidon molecular.

Realizamos un gran nimero de colectas poblacionales de plantas del género,
especialmente de especies silvestres, donde el registro era escaso y poco actualizado. A
partir de ello se logré obtener una filogenia del género que incluye a C. radicans, la cual no

habia sido incluida en trabajos similares anteriores. Los avances obtenidos y el
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germoplasma colectado nos van a permitir en el futuro estudios muy detallados sobre la
evolucion y potencial de estas especies.

El trabajo en conjunto permitié el ensamble y publicacidn de dos genomas, ademas
de estar en proceso los genomas de otros tres taxa. Con estos genomas fue posible
avanzar en entender la evolucién del genoma de las especies que conforman el grupo
Argyrosperma dentro del género Cucurbita, identificando los cambios genéticos durante la
domesticacion. Utilizando las bases de SNPs con las que se cuenta, hemos realizado
analisis poblacionales y de gendmica comparada, buscando patrones ambientales para
detectar sefiales de adaptacion local y sefiales de cdmo ha actuado la seleccidén durante la
domesticacion, como en el caso de C. argyrosperma 'y C. pepo.

AuUn queda terminar de entender la evolucién del genoma de especies silvestres
del género Cucurbita, asi como los cambios asociados a habitos perennes y anuales, o los
cambios genéticos asociados a distintas condiciones ambientales. Con todo lo anterior, se
pretende a corto, mediano y largo plazo seguir proponiendo estrategias para apoyar en la
conservacion de la diversidad genética de las especies silvestres y domesticadas del
género Cucurbita que crecen en México. Asimismo, se pretende avanzar en un estudio
detallado del Pangenoma de todas las especies cultivadas y silvestres del género. Para
esto deberemos en el futuro hacer estudios del genoma completo para varios individuos
de cada especie.

Los avances obtenidos y el germoplasma colectado permitiran en el futuro
estudios detallados sobre la evolucidn y potencial de estas especies. Consideramos que
ningun otro grupo de plantas en México tiene en este momento el detalle de
conocimiento alcanzado para el género Cucurbita, y lo mas notable es que casi toda esta
investigacion de frontera se realizé con el apoyo para este proyecto (dividido en dos
partes) de la CONABIO.

Indudablemente, la informacion y datos generados en este proyecto son recursos
muy importantes que previamente no se tenian, con los cuales podran contestarse

preguntas y tomar decisiones a futuro, basadas en datos sélidos. Con estos datos se
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podrdn continuar distintos estudios de interés para el conocimiento de especies

domesticadas y sus parientes silvestres en México, particularmente el género Cucurbita.
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