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1. RESUMEN

El guicoy (Cucurbita pepo) es un cultivo que ha estado presente en América desde las
primeras etapas de la agricultura. En Guatemala, es un cultivo tradicional de importancia
econdmica que se ha mantenido de generacion en generacion. Debido a que es una planta
domesticada, ha estado bajo seleccion artificial, lo que ha provocado pérdida en la
diversidad genética de las variedades criollas. El presente estudio tuvo como objetivo
determinar si existia estructuracion genética entre las poblaciones de la variedad criolla de
C. pepo y determinar si existe introgresion de la variedad comercial en la variedad criolla.
Se utilizaron 8 Microsatelites (SSRs) con el fin de calcular la diversidad genética en 7
poblaciones de C. pepo. Los resultados muestran altos niveles de variacion genética: un
polimorfismo promedio de 0.91, diversidad alélica de 1.66 y la heterocigocidad esperada de
0.346. Asi mismo se determind la variacion genética entre las poblaciones de la variedad
criolla de Cucurbita pepo en el departamento de Baja Verapaz, la cual presenta dos grupos
genéticamente diferentes, el primero conformado por los cultivos de las aldeas de El
Repollal (criollo y comercial), Chilascé (criollo), Unién Barrios (criollo), Orejuelo (criollo)
y El Jute (criollo); y el segundo grupo conformado por la variedad criolla de EI Durazno.
Se detectd que existe introgresion de la variedad comercial en la variedad criolla de C. pepo
lo cual puede tener tanto efectos favorables como perjudiciales en la especie ya que al

introducir plantas transgénicas, podria ocurrir introgresion.



2. INTRODUCCION

Cucurbita pepo, conocido como “giiicoy”, es una planta que pertenece a la familia
Cucurbitaceae, y al género Cucurbita. Esta especie ha estado presente en el registro
arqueoldgico del nuevo mundo desde las primeras etapas de la agricultura, que datan en
tiempos prehispanicos (Registros desde 8750 AC). C. pepo es de importancia econémica y
se usa para el consumo humano (Azurdia, 1999; Canul, et al. 2005; Decker, 1987; Nee,
2010; Gong, et al. 2008; Robinson & Decker-Walters, 1997; Smartt & Simmonds, 1995).

C. pepo, es considerada como un cultivo tradicional, es decir, el conocimiento que
se tiene sobre dicho cultivo, se ha mantenido en las familias de generacion en generacion.
De la misma forma, las semillas también han permanecido en las familias a lo largo de sus
generaciones; lo que ha permitido conservar la variabilidad genética de la especie. Es por
ello que existe un gran interes en estudiar las variedades criollas debido a su valor potencial

como reservorios de variacion genética. (Altieri, 1991; Azurdia, 1999)

Actividades como la seleccion por el hombre, y la ingenieria genética, han
provocado cambios en la diversidad genética de las variedades criollas. Provocando el
desplazamiento gradual de especies criollas, por especies comerciales; ya que estas ultimas
poseen rasgos distintivos, seleccionados y mejorados por el hombre. Esto podria estar
alterando la estructura genética y modificando asi la diversidad genética de la poblacion
criolla. Asi mismo, estos procesos llevados a cabo por el hombre, podrian modificar el
sistema natural de apareamiento y mecanismos de dispersion de estas variedades criollas,
asi como su morfologia, fisiologia e incluso la estructura genética. (Connor & Loomis,
2002).

El presente estudio busco determinar la variacion genética en los cultivos criollos de

Cucurbita pepo, en Baja Verapaz, Guatemala, utilizando los marcadores moleculares



denominados microsatélites (SSR’s), los cuales han sido ampliamente utilizados para
estudios de genética de poblaciones. Con dichos marcadores, se determino el porcentaje de
loci porlimérficos, el nimero medio de alelos por locus, la heterocigocidad y los
estadisticos de Wright. Se encontr6 que no existe correlacion entre las distancias genéticas
de las poblaciones de las variedades criollas de Cucurbita pepo colectados y la distancia
geografica entre los puntos de colecta. Estos datos, permitieron determinar el grado de
conservacion del acervo genético de la especie, asi como el rescate de comunidades criollas
que puedan estar perdiéndose como consecuencia de la introgresion entre las variedades

comerciales y criollas.



3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades del género Cucurbita

El género Cucurbita pertenece a la familia Cucurbitaceae, es un género del nuevo
mundo muy bien conocido por sus especies cultivadas. Las especies de éste género forman
el grupo conocido como calabazas, y se caracteriza por la gran variedad de formas que
poseen sus frutos, ya que van desde globosos hasta formas en pera; sin embargo algunos
son elongados. Asi mismo, la variedad de colores van desde verdes, café, azul-grisaceo,
amarillo, rojo-naranja, entre otros. (Azurdia, 1999; Decker-Walters, 1997; Nee, 2010).

Dentro del género Cucurbita, existen 22 especies silvestres, y 5 especies
domesticadas (Cucurbita maxima, C. pepo L. C. moschata C. fisifolia, C. argyrosperma),
las cuales estan separadas por caracteristicas morfoldgicas tales como hojas, tricomas,
calices, corolas, estambres, pedicelos y semillas. Son plantas monoicas, rastreras,
trepadoras o subarbustivas; sus flores son muy vistosas de color amarillo palido a amarillo-
anaranjado brillante. Todas las especies contienen el nimero basico de cromosomas de 2n
= 2X = 40. Entre las especies cultivadas puede existir entrecruzamiento del cual se obtienen

hibridos parcial o totalmente estériles. (Azurdia, 1999; Smartt & Simmonds, 1995)

Las especies del género Cucurbita pueden dividirse en 2 grupos basados en
adaptaciones ecoldgicas. El primero, las mesofiticas anuales, a menudo llamadas perennes
de corta duracion si las condiciones ambientales son favorables para el crecimiento, a ésta
pertenece Cucurbita pepo. El segundo grupo, las xerofiticas, 0 a menudo llamadas perennes
de larga duracion, se caracterizan por la presencia de raices carnosas para el

almacenamiento de nutrientes (Smartt & Simmonds, 1995).



3.2. Distribucion geogréfica del género Cucurbita en Guatemala

En Guatemala, las especies de Cucurbita se encuentran ampliamente distribuidas en
todo el pais. Estas han sido cultivadas en forma tradicional como parte del sistema frijol-
maiz-cucurbita. C. ficifolia (chilacayote) y C. pepo (guicoy) se encuentran distribuidas en el
altiplano central y occidental, localidades que abarcan desde los 1,400 msnm a 2,600
msnm. C. moschata (ayote) presenta una amplia distribucion, con respecto a C. ficifolia y
C. pepo, ya que es cultivada tanto en regiones calidas secas y himedas hasta altitudes que
abarcan desde el nivel del mar hasta los 1,600 msnm; C. argyrosperma (pepitoria), es
cultivada tanto en el norte como en el sur del pais, en altitudes que abarcan desde el nivel
del mar hasta los 1,500 msnm. (Azurdia, 1999)

3.3. Importancia de los cultivos del género Cucurbita

El género Cucurbita, ha estado presente en el registro arqueoldgico del nuevo
mundo desde las primeras etapas de la agricultura, sin embargo dicho registro sugiere que
las especies cultivadas fueron domesticadas a diferentes tiempos y en diferentes areas. Este
género ha sido ampliamente cultivado en todas las culturas indigenas del nuevo mundo,
desde Canada hasta Argentina y Chile; debido al alto valor nutricional de las semillas y
valor medicinal, especialmente en la prevencion y tratamiento de la hiperplasia de la
préstata. (Decker, 1987; Nee, 2010; Gong et al. 2008)

Actualmente, tres de las cinco especies cultivadas, Cucurbita pepo L., C. moschata
Duchesne y C. maxima Duchesne, son cultivos econémicamente importantes, ya que los
frutos son usados para el consumo humano, las semillas son utilizadas para hacer salsas,
consumidas como “boquitas” o snacks, y son fuente de aceite con propiedades medicinales.
(Azurdia, 1999; Ceron, 2010; Decker, 1987; Nee, 2010; Gong, et al. 2008; Robinson &
Decker-Walters, 1997; Smartt & Simmonds, 1995)



3.4. Cucurbita pepo

3.4.1. Generalidades

Es la cucurbitacea mas conocida en los Estados Unidos, se caracteriza por presentar
hojas lobuladas con pelos, pedicelos duros. (Nee, 2010). Es una planta herbacea, anual,
monoica, sus flores se caracterizan por ser gamopétalas con corolas campanuladas, muy

vistosas, cuya polinizacién es entomofila. (Figura 1)

Como ya se menciond anteriormente, la antigiiedad de los restos arqueoldgicos
indican que Cucurbita pepo, segun Lira (1993), fue una de las primeras especies en haber
sido domesticadas, ya que los restos méas antiguos de esta especie, han sido encontrados en
México y datan desde 8750 AC; asi mismo se cree que dicha especie era cultivada en los
Estados Unidos y Canada antes de la llegada de los espafioles. Actualmente dichos paises
se dedican al cultivo de variedades comerciales, mientras que México y el norte de
Centroamérica (Guatemala) se dedican al cultivo de variedades criollas. En Guatemala, se
encuentra distribuida en el altiplano oriental, central y occidental, abarcando altitudes desde
los 1,000 msnm hasta los 2,500 msnm. (Cerdn, 2010; Figueroa, 1997)

Esta especie se ha cultivado de manera tradicional desde su domesticacion; al decir
“tradicional”, nos referimos a que el conocimiento que se tiene sobre su cultivo, ha sido
transmitido de generacion en generacion por medios orales o experienciales, y que las
semillas han permanecido en las familias a lo largo de sus generaciones; lo que ha
permitido conservar la variabilidad genética de la especie. Es por ello que existe un gran
interés en estudiar las variedades criollas debido a su valor potencial como reservorios de
variacion genética asi mismo, Mesoamérica es considerada uno de los lugares mas

importantes de origen y diversidad de plantas cultivadas. (Altieri, 1991; Azurdia, 1999)



Figura 1: Flores de Cucurbita pepo. Izquierda: Flor masculina. Derecha: Flor femenina.
(Fotografia, R. Lima)

3.4.2. Clasificacion

Se conocen ocho variedades comestibles para la especie:

Cucurbita pepo L. var. pepo L.H. Bayley (® “Pumpkin”): son plantas rastreras
cuyos frutos son esféricos, ovales u oblados. Generalmente estos frutos son

consumidos al madurar, aunque algunos son empleados como forraje.

C. pepo L. var. clypeapa Alefeld (® “Scallop”): son plantas de habito subarbustivo,
cuyos frutos son aplanados. Estos frutos generalmente son consumidos en estado

inmaduro.

C. pepo L. var. turbinata Paris (® “Acorn”): pueden ser plantas arbustivas o
rastreras, cuyos frutos son obovoides o conicos, agudos en el apice; la cascara es

suave, por lo que sus frutos pueden ser consumidos en estado maduro.

C. pepo L. var. toticollia Alefeld (@ “Crookneck™): son plantas arbustivas, con
frutos color amarillo, dorado o blanco, generalmente poseen cascara verrugosa. Se

consumen inmaduros, puesto que la cascara y la pulpa se endurecen en la madurez.



C. pepo L. var. recticollis Paris (® “Straightneck™): son plantas arbustivas con
frutos amarillos o dorados, poseen cascara verrugosa similares a la variedad

anterior.

e C. pepo L. var. fastigata Paris (® “Vegetable Marrow”): son plantas de habito
rastrero, los frutos son cilindricos, a menudo ensanchados en el apice, con la cascara

lisa, endurecida y engrosada al madurar.

e C. pepo L. var. longa Paris (® “Cocozelle”): son frutos cilindricos-alargados,

delgados. Generalmente se consumen en estado inmaduro.

e C. pepo L. var. cylindrica Paris (@ “Zucchini”): grupo de cultivares comerciales
mas comun. Son plantas de habito subarbustivo y frutos cilindricos. Se consumen

en estado inmaduro.

3.5. Amenazas a las variedades criollas

Entre los procesos que han afectado los cultivos de especies criollas son las
actividades de seleccion de semillas por el hombre, asi como la ingenieria genética, ya que
éstos han provocado que la diversidad genética de las variedades criollas de la mayoria de
cultivos se segregue o bien se pierda, asi mismo provocan cambios morfolédgicos,
fisioldgicos y de comportamiento en los organismos. Esta pérdida de diversidad genética,
esta influenciada por la seleccion de los mejores granos llevada a cabo por los agricultores
de sus propios campos para su empleo como material de siembra, y actualmente los
cultivares indigenas han sido desplazados gradualmente por poblaciones que poseen rasgos
distintivos, seleccionados y mejorados por el hombre (variedades comerciales). (Connor &
Loomis, 2002)



Este reemplazo o bien el cultivo de especies tanto criollas como comerciales en una
misma area ocasiona la introgresion, lo cual se define como el flujo de genes de una
especie 0 subespecie a otra, seguida por cruces repetidos a uno de los parentales y
posteriormente la seleccion de los retrocruces mas adaptados. (Frankham, Ballou &
Briscoe, 2004; Leon, 1968; Mufioz, 2004, Stewart, Halfhill, & Warwick, 2003)

Estos procesos, han modificado el sistema natural de apareamiento y mecanismos
de dispersion de varias especies de plantas, asi como su morfologia, fisiologia e incluso la
estructura genética. Esta ultima, en poblaciones de plantas cultivadas puede ser moldeada
por varios factores, por lo tanto, la importancia de mantener el material genético, es que
éste pueda ser transmitido a la siguiente generacion, y esto depende de como se propaga y
del sistema de cruzamiento de la especie. (Connor & Loomis, 2002; Shi, Yang, Chen, Guo,
2008)

3.6. Estructuracion genética

La estructura genética poblacional de una especie, se considera como el resultado de
procesos microevolutivos y demograficos que acttan entre y dentro de las poblaciones. Por
ejemplo, cuando una poblacion se subdivide, la conexidon genética entre las partes de la
poblacién puede variar. Esta conexion genética depende principalmente de la cantidad de
flujo de genes que tiene lugar entre las subpoblaciones o subgrupos. Cuando la cantidad de
flujo de genes entre los grupos es alta, se homogeniza la variacion genética en los grupos.
Cuando el flujo de genes es baja, la deriva genética, seleccion, e incluso mutacion en los
grupos separados puede conducir a la diferenciacion genética. Por lo tanto la estructuracion
genética se puede definir como la diferenciacion genética espacial entre poblaciones.
(Ho6glund, 2009; Hernandez-Barios et al., 2008, Pag. 467; Hedrick, 2011, Pag. 365).
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Para Astorga y Ortiz (2006), la estructuracion genética va a corresponder al menor
nivel de diversidad bioldgica, lo cual considera como punto critico para lograr que una

especie se adapte y evolucione.

3.7. PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Actualmente los estudios genéticos de poblaciones utilizan técnicas moleculares
para determinar la variacion genética existente entre individuos de una misma especie o de
diferentes especies. PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reaccion
en Cadena de la Polimerasa. Esta técnica se basa en sintetizar muchas veces un pedazo o
fragmento de ADN. Cuando se lleva a cabo una reaccion de PCR, lo que se esta realizando
es una simulacion de lo gue sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN, en donde en
un tubo se mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo (la polimerasa, el ADN
del organismo de interés, los oligonucledtidos, dNTPs), y las condiciones para que la
enzima trabaje adecuadamente. La replicacion del ADN ocurre mediante la repeticion de
los ciclos que constan de tres fases: Desnhaturalizacion del ADN por calentamiento del
mismo a 95°C; enlace de los cebadores o fragmentos iniciadores al ADN, por el
enfriamiento de la temperatura (Alineamiento); y sintesis del ADN, por medio de la enzima
polimerasa (Extension) Debido a que en cada ciclo de PCR se duplica todo el ADN, en
pocas horas se pueden obtener mas de mil millones de copias de un solo fragmento.
(Eguiarte, 2007).

3.8. Técnicas moleculares mas utilizadas para los estudios genéticos de poblaciones

Entre las técnicas mas utilizadas estan:

Aloenzimas: son formas moleculares maltiples de las enzimas que pueden tener funciones
idénticas o similares, las cuales se encuentran en el mismo individuo, son selectivamente

neutras;
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RFLP (polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién): expresan diferencias

especificas del ADN. Se han utilizado para la construccién de mapas genéticos y

taxonomia;

Microsatélites: son secuencias de ADN formadas de 1 a 6 pb, que se repiten en tandem y de

forma aleatoria en el genoma;

AFLP (polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados): técnica que combina la

digestion de dos enzimas de restriccion con la unién de secuencias especificas a los

extremos de los fragmentos de restriccion.

RAPDs (polimorfismos de ADN amplificados al azar): son marcadores que amplifican

segmentos de ADN aleatoriamente en una gran variedad de especies.

Secuenciacion de ADN: este método es aplicado para el analisis de genética de poblaciones

y problemas taxondémicos (Hoglund, 2009).

En este estudio se utilizara la técnica de microsatélites.

3.8.1. Microsatélites (SSR’s)

También Illamados VNTRs (variable number of tdndem repeats) o SSRs (simple
sequence repeats). Son segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pares de bases (pb), que se
repiten en tandem y de forma aleatoria en el genoma de todos los procariotas y eucariotas.
Se caracterizan por presentar un elevado grado de polimorfismo, su herencia es mendeliana
simple, reproducibles, y son codominantes, es decir, se pueden diferenciar los individuos
homocigotos de los heterocigotos. Pueden encontrarse en las regiones codificantes y no
codificantes dentro del genoma. Estas propiedades particulares, han hecho que los
microsatélites tengan un gran impacto en el estudio de la genética de animales y plantas.
(Aranguren-Méndez, et al., 2005)



12

3.8.2. Aplicaciones de los microsatélites

Los microsatélites pueden aplicarse a estudios de identificacion individual y pruebas
de paternidades (comparacion del genotipo y/o fenotipo de la descendencia con el de sus
progenitores), mapas genéticos y gendmica comparativa, estudios de genética poblacional,

o0 de asignamiento de raza. (Aranguren-Méndez, et al., 2005, Zane, et al. 2002)

Dentro del campo de la genética de poblaciones, los microsatélites, permiten estimar
los niveles de variabilidad genética entre y dentro de las poblaciones, asi mismo permiten
analizar las relaciones genéticas existentes entre ellas. Con ello se pueden realizar
estimaciones de diversidad genética, consanguinidad existente en poblaciones en peligro de
extincion, distancias genéticas entre poblaciones o entre individuos (estructura de la
poblacidén). (Aranguren-Méndez, et al., 2005; Zane, et al. 2002)

3.9. Estudios moleculares en Cucurbita pepo

Decker (1985) realizé una diferenciacion genética utilizando aloenzimas, las cuales
mostraron patrones significativos de variacion que coinciden con la variacion en los

caracteres estructurales de la fruta y el habito de las plantas utilizados en el estudio.

Gong y colaboradores (2008) en su estudio del género Cucurbita desarrollaron 265

microsatélites para dicho género y con ellos, desarrollaron un mapa de ligamiento.
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4. JUSTIFICACION

Mesoamérica es considerada uno de los lugares mas importantes de origen y diversidad de
plantas cultivadas (Azurdia, 1999). Asi mismo existe un gran interés en estudiar las
variedades criollas debido a su alto valor potencial como reservorios de variacion genética.
El guicoy (Cucurbita pepo) es un cultivo que ha estado presente en América desde las
primeras etapas de la agricultura. En Guatemala, también es un cultivo tradicional, cuya
forma de uso y cultivo ha sido transmitido de generacion en generacion, en las familias que
lo cultivan, lo que ha permitido conservar la variabilidad genética de la especie; ademas es

econdémicamente importante.

C. pepo, actualmente se encuentra distribuida en el altiplano oriental, central y
occidental, abarcando altitudes desde los 1,000 msnm hasta los 2,500 msnm. Es un cultivo
que forma parte del sistema de cultivo frijol-maiz-cucurbita. Sin embargo actividades como
la seleccidn por el hombre, y la ingenieria genética, han provocado pérdida en la diversidad
genética de las variedades criollas de la mayoria de cultivos. Esto es debido a que los
cultivares indigenas han sido desplazados gradualmente por poblaciones que poseen rasgos
distintivos, seleccionados y mejorados por el hombre. Lo cual podria estar alterando la
estructura genética, modificando la diversidad genética y provocando una pérdida de este
cultivo criollo. Ademas, no hay suficientes estudios genéticos que aborden esta
problematica a nivel del pais, y por lo tanto, no existe estudio alguno en la regién de Baja

Verapaz, Guatemala.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Estudiar la variacion genética entre las poblaciones de la variedad criolla de Cucurbita
pepo, en Baja Verapaz, Guatemala.

5.2. Especificos

a) Determinar la diversidad genética de una variedad de C. pepo en Baja Verapaz,
Guatemala.

b) Determinar si existe estructuracion genética en la variedad criolla de C. pepo en

Baja Verapaz.

c) Determinar si existe introgresion de la variedad comercial en la variedad criolla de

C. pepo en cada una de las localidades de estudio.

d) Aportar conocimiento para la conservacion y rescate de la variedad criolla de C.

pepo en el sitio de estudio.
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6. HIPOTESIS

Existe estructuracion genética en la variedad criolla de Cucurbita pepo L. dentro del rango

de distribucion en el departamento de Baja Verapaz, Guatemala.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo

7.1.1. Poblacién

La poblacién bajo estudio son las distintas poblaciones de Cucurbita pepo de Baja
Verapaz. (Fig. 2) EIl estudio se llevd a cabo en el departamento de Baja Verapaz,
Guatemala, en los municipios de Purulhd y Salamé (Corredor del Bosque nuboso). En
dicho sitio de estudio se ubicaron familias que tienen cultivos tradicionales de la variedad
criolla'y comercial de Cucurbita pepo.

Figura 2: Ubicacion de las 6 localidades en el sitio de estudio y las distancias geograficas entre
cada una. La linea continua color azul muestra el bosque continuo y la linea roja muestra los

parches de bosque fragmentado.

Orejuelo (4)

LEYENDA
- cultvos. _tradicionales [ | Parches Menores [ | Parches Mayores o 1,000 2,000

Fuente: Mapa obtenido a partir de Ortofotos del sitio de estudio y modificadas utilizando ArcGis.
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7.1.2. Muestra

De las muestras de hojas de 30 individuos colectados en cada poblacién, se analizaron de
13 a 26 individuos en 6 poblaciones de la variedad criolla de Cucurbita pepo (en las aldeas
Repollal, Unidn Barrios, Chilasco, Orejuelo, El Jute y el Durazno); asi como 12 individuos
de una poblacion de la variedad comercial (ubicada en la aldea Repollal) en todo el sitio de
estudio (Cuadro 1), esta diferencia en el nimero de individuos se debe a limitaciones

técnicas.

Cuadro 1. Poblaciones de C. pepo utilizadas en el presente estudio, se detalla el tipo de cultivo
utilizado por cada localidad y el nimero de individuos analizados por cada cultivo, asi mismo se

indican las coordenadas y elevacion (msnm) a la cual se encuentra cada cultivo.

Tipo de No. De Elevacion
No. Localidad p_ individuos  Coordenadas
Cultivo . (msnm)
Analizados

Repollal (RPCR)  Criollo 23 15.26678611 -90.21763889 2118
Union Barrios (UB) Criollo 25 15.18888611 -90.20353611 1619
Chilasco (CH) Criollo 17 15.10522778 -90.09450000 1880
Orejuelo (OR) Criollo 26 15.24971667 -90.15755833 1396
Jute (JU) Criollo 13 15.27681667 -90.23488333 2226
Durazno (DU) Criollo 17 15.26547778 -90.27281667 1601
Repollal (RPCO)  Comercial 12 15.26544444 -90.21333333 2021

Fuente: Datos obtenidos en el campo



7.2. Materiales

7.2.1. Equipo

¢ Incubadora de bafio maria para el proceso de Extraccion de ADN
e Autoclave

e Deshidratadora

e Microcentrifuga

e Congelador de -20 °C

e Campana de Flujo Laminar

e Termociclador modelo PTC-100

e Estufa para preparacion de geles de agarosa
e Balanza analitica

e Camara de electroforesis

e Transiluminador de luz UV

e Genotipificador

e Impresora

e Computadora

7.2.2. Reactivos

e Extraccion de ADN
o CTAB 2X, formado por Tris-HCI 1My Tris

Agua bidestilada

(@]

o HCI
o NaCl5M



o EDTApH80.5M

o EDTA sal sodica

o Agua destilada

o NaOH como ajustador de pH

o CTAB 2%

o 2-mercapto-etanol

o Cloroformo:Octanol 24:1

o Isopropanol

o Etanol al 70%
Amplificacion

o Agua destilada

o Buffer 10X

o MgCl; 20X

o dNTPs

o Cebadores

o Taqg Polimerasa
Electroforesis

o Agarosa

o TBE

o TE

o Bromuro de etidio

7.2.3. Instrumentos

Micropipetas de 1.5, 10, 20, 100, y 1000 pl

Prensa de Herbario
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e Gradillas para tubos de microcentrifuga 1.5 ml
e Gradillas para tubos PCR de 0.2 ml

e Pinzas entomoldgicas

7.2.4. Materiales

e Sobres de hojas papel bond

e Tijeras de podar

e Tejido foliar de Cucurbita pepo

e Lapiz

e Libreta de campo

e Hojas Bond en blanco tamafio carta
e Calculadora

e Folders

e Fésteners

e Papel mayordomo

e Guantes de Latex

e Guantes de Nitrilo

e Puntas de 10, 100, 1000 ul

e Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml

e Tubos de microcentrifuga PCR de 0.5 ml

7.3. Métodos

7.3.1. Colecta de las muestras
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Se colectaron 30 muestras de hojas de diferentes individuos en cada cultivo de C.
pepo (poblacion) en cada una de las localidades de estudio. Para esto se utilizo tijeras de
podar. El tejido foliar fue desinfectado en el campo, utilizando etanol al 100% para matar
hongos o algunos insectos que pudieran interferir con los andlisis de ADN. Luego, las
muestras fueron transportadas al laboratorio en sobres de hojas papel bond. Cada sobre fue
etiquetado con la siguiente informacion: fecha, localidad, nombre del duefio del cultivo y
tipo de cultivo. Estos sobres fueron colocados en una deshidratadora de alimentos a 35°C,

para su secado.

7.3.2. Extraccién, amplificacion y Electroforesis

El ADN total genémico fue aislado del tejido foliar previamente secado siguiendo el

protocolo establecido por Doyle y Doyle (1987), el cual se describe a continuacion:

En un tubo eppendorff se muele alrededor de 1g de tejido previamente congelado a -20°C,
con ayuda de un pistilo, hasta obtener un polvo fino. Luego se agrega 1 ml de buffer CTAB
2X (Tris-HCI 100mM pH 8, NaCl 1.4M, EDTA 20mM, CTAB 2% y b-ME 0.3%) y se
continla macerando hasta obtener una mezcla homogénea. Centrifugar a 10 000 rpm

durante 8 min. a 4°C

Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 pl de CTAB 2X. incubar en un bafio maria

a 60° C durante 10 minutos.

Agregar 600 pl de cloroformo:octanol 24:1, agitar hasta homogenizar. Centrifugar a 7000

rpm durante 12 minutos a 4°C.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo. Evitar recuperar el material de la difase que se

forma.

Precipitar el ADN con 2/3 del volumen final, aproximadamente 400 pl de isopropanol frio.

Dejar reposar por 2 horas a -20°C.
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Centrifugar a 9000 rpm durante 5 minutos a 4°C. eliminar el sobrenadante.

Limpiar el pellet con 1 ml de etanol al 70% frio y centrifugarlo a 7000 rpm durante 5

minutos a 4°C.
Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet con 200 ml de agua.

El ADN extraido fue amplificado de acuerdo al protocolo establecido por Gong y
colaboradores (2008) en una mezcla de 12 uL. compuesta por de 6.5 uL de HO libre de
ADNasas y ARNasas de grado molecular, 0.4 puL de dNTPs, 0.25 puL de Tag DNA
polimerasa, 1 uL de buffer (10X), 0.75 uL de MgCl (5X), 0.3 uL de cada cebador (10 uM,
forward y reverse) y 0.5 uLL de ADN gendmico.

Posteriormente, la mezcla fue incubada en un termociclador PTC-100 (MJ Research®,
California, CA, USA). El PCR tuvo las siguientes condiciones: la desnaturalizacion 95°C
por 2 minutos, seguido de 7 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 68°C (en cada
ciclo la temperatura de alineamiento decrece 2°C), y 60 segundos a 72°C. Seguidamente,
este producto fue amplificado por 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 54°C por 45 segundos

y 72°C por 60 segundos, con una extension final de 72°C por 5 minutos.

Posteriormente, se realiz6 la electroforesis del ADN amplificado, la cual consistié en la
separaciéon de los productos de PCR en geles de 1% de agarosa que contenian 10 pg/mL de
bromuro de etidio inmerso en una solucion amortiguadora de TBE (90 mM Tris-borato, 1
mM EDTA, pH 8,0).

Las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador con luz UV. Asi mismo, parte
del producto de PCR fue enviado a la Universidad Autonoma de México (UNAM) para

Ilevar a cabo la genotipificacion en el laboratorio del Instituto de Biologia de la UNAM.

Para el presente estudio, se seleccionaron 9 microsatélites, desarrollados por Gong y

colaboradores (2008), los cuales se detallan en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Loci de microsatélites de Cucurbita moschata utilizados durante el estudio en C. pepo

Nombret  NO Motivo  Secuencia de los cebadores (5°-3") Tamafio esperado
Alelos (bp)
F:AACCAAACTCCGGCAAGA
CMTm7 5 (CT)so 152

R: GTTCTCTCCGTTCAGGATGG

F:ATCTTTGTGCTTCTAACCTTTTTC
CMTm39 5 (TTTC)s 153
R: TAAAGCTCGAAAAAGCAACC

F:GAACTTCGTGTGTGCGTGTC
CMTmé5 6 (CT)o 97
R: TTGCTGGAACTTCCTCTCGT

F:GGCATTTCTGAGAACAGCTT
CMTm83 5 (AG)1 111
R:ACGTTAGTTATGCTATTTTGTAGGC

F:-TTCGAGTTTAATTCCCTCTTCG
CMTm132 7 (Ct)o 107
R: CCATTTCTTTTTGCCTCTCG

F:ACTGAGAGGCCCTGAATTGT
CMTm188 6 (AG)s 158
R:CCCCCTCTTAGTCTTAATATTCTCA

F: CCCATTCCCCATTTCTTTCT
CMTm252 7 (CT)s:s 101
R: CAAATTCGATCGGCTTTACAC

F:ATCAGGCTAAGGCCCAAACT
CMTmC60 7 (GAA)s+5 142
R: GCCAATGTAATCTCCCCACA

F:AAACGTTCTGCAATCAAGGA
CMTmC64 6 (TC)14 9
R:CAAGCTTGTGTACAATAGGATAAGG

Fuente: 1Gong et al (2008)

7.3.3. Analisis de los datos

Las frecuencias alélicas para cada localidad fueron estimadas a partir de los genotipos
obtenidos por medio de los marcadores moleculares tipo microsatélite. Para esto, los
cromatogramas producto de la genotipificacion se analizaron utilizando el programa

GeneMarker version 2.4.0 (SoftGenetics LLC®, 2011, PA), con la cual se gener6 una
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matriz de alelos para cada microsatélite evaluado. Con estos datos se determind la variacion
en la frecuencia alélica entre y dentro de las localidades por medio de los siguientes
estadisticos: Porcentaje de loci polimdrfico (p”), numero efectivo de alelos promedio por
locus (A), heterocigocidad observada promedio (Ho), Heterocigocidad esperada segun
Hardy-Weinberg (He) y el indice de fijacion (F). Dichos estadisticos fueron calculados con
el programa GenAlEX version 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

Para determinar la variacion genética dentro y entre localidades se calcularon los
estadisticos F de Wright (1965), Fst, Fis y Fir. Asi mismo, para determinar la
estructuracion genética se realizd un AMOVA (Anélisis de varianza molecular) segun los
criterios de Excoffier, et al. (1992) utilizando ARLEQUIN (Excoffier, 2009).

Se aplico el test de Mantel para determinar si existia una correlacion entre las distancias
genéticas (Fst) y las distancias geograficas, utilizando el programa IBDWS Ver. 3.23
(Jensen et al. 2005).

Para determinar la divergencia entre poblaciones se construy6 un dendograma utilizando el
criterio UPGMA (por sus siglas en inglés unweighted pair group method using arithmetic
means) utilizando los Fst de Wright como distancias genéticas. La confidencialidad de cada
nodo fue probado con el método de bootstrap. Este analisis fue realizado en el programa
TFPGA version 1.3 (Miller, 1997).

Finalmente se utilizé el programa STRUCTURE para determinar el nimero de grupos de

individuos genéticamente similares, sin informacion a priori.
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8. RESULTADOS

25

Se trabajo con 9 loci de microsatélites en total, de los cuales 8 locus fueron polimorficos
(CMTm7, CMTm39, CMTm65, CMTm83, CMTml132, CMTm188, CMTm252 vy
CMTmC60) y uno fue monomérfico (CMTm C64). Unicamente 2 de los 36 alelos

encontrados estan presentes en todas las localidades bajo estudio (Cuadro 3). En total se

detectaron 16 alelos privados, presentes en 4 de las 7 localidades bajo estudio. EI Durazno

fue el que presentd mayor cantidad de alelos privados (11) con respecto a las demas

poblaciones. Asi mismo, el Repollal y Union Barrios presentaron 2 alelos privados cada

uno y finalmente Orejuelo presentd 1 alelo privado (Cuadro 3).

Cuadro 3: Frecuencia alélica de los 8 microsatélites polimoérficos para las 7 localidades bajo

estudio.
Locus Alelo RPCR RPCO CH uB OR DU JU
Cmtm83 1 0.765
2 0.019
3 0913  0.864 0.969  0.840 0.942 0.958
4 0.100 0.019
5 0.087  0.136 0.031  0.060 0.019 0.088  0.042
6 0.147
Cmtm188 1 0.438
2 0.563
3 0.325 0.500 0.455 0.464 0.481 0.462
4 0.550  0.500 0.545  0.536 0.519 0.538
5 0.125
Cmtm7 1 1.000
2 0.033  0.042 0.045 0.900 0.429



3 0.433

4 0.133

5 0.133

6 0.267

7
Cmtmc60 1

2

3

4 0.929

5 0.071
Cmtm132 1

2 0.738

3

4 0.262
Cmtm252 1 0.587

2

3 0.022

4 0.391
Cmtm65 1

2 1.000

3

4

5
Cmtm39 1 0.217

2

3 0.783

0.583

0.083

0.250

0.042

0.300

0.700

0.375

0.625
0.545

0.045
0.409

1.000

0.125

0.875

0.600

0.200

0.200

0.042

0.958

0.833

0.167
0.559

0.088
0.353

0.950

0.050

0.281

0.719

0.841

0.068

0.045

0.077

0.846
0.077

0.460

0.540
0.460

0.140
0.400

0.733

0.133

0.133

0.229

0.771

0.100

0.500

0.500

0.500

0.500
0.500

0.500

0.065

0.870

0.065

0.587

0.413

0.036

0.893

0.071
0.294

0.706

0.500
0.500

1.000

0.700
0.300

0.571

0.583
0.417

1.000

0.538

0.462
0.050
0.900
0.050

0.875

0.125

Fuente: Datos obtenidos a partir del programa GenAlEXx version 6.5 (Peakall y Smouse, 2012)
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En el cuadro 4 se puede observar que el promedio del nimero efectivo de alelos por locus
es de 1.663. Ademas, el porcentaje promedio de loci polimorficos (p”) vario entre 75% a
100%, donde Chilasco, Union Barrios y Orejuelo presentaron el valor mas alto y El
Durazno el valor més bajo. En promedio, el 91.07% de los loci fueron polimorficos para
cada localidad y el promedio de heterocigocidad esperada fue de 0.346. Unién Barrios
presento el valor mas alto de heterocigocidad promedio esperada (0.413) y El Durazno el
menor valor (0.311). Los valores del indice de fijacion negativos nos indican un exceso de
heterocigotos como se observa en Orejuelo, El Jute y EI Durazno, mientras que los valores
cercanos a cero son esperados cuando hay apareamiento al azar, como el caso de Chilasco;
Repollal comercial y Repollal criollo; asi mismo, los valores sustancialmente positivos,

indican endogamia o alelos nulos no detectados.

Cuadro 4: Niveles de variacion intrapoblacional en las siete localidades. N= nimero promedio de
individuos por localidad. p "= porcentaje promedio de loci polimérficos.

Desviacion H-W

Localidad N p’ A He F No. Total

Loci -
RPCR 19.625 0.875 1.780 0.36(0.241) 0.057 7 4 3
RPCO 9.125 0.875 1.720 0.392 (0.200) 0.015 7 4 3
CH 12.37 1 1.603 0.33(0.217) 0.01 8 3 5
uB 20375 1 1.748 0.413 (0.125) 0.183 8 4 4
OR 21875 1 1.699 0.386 (0.169) -0.432 8 3 5
JU 10.25 0.875 1.560 0.325(0.209) -0.213 7 5 2
DU 15.125 0.75 1.535 0.311 (0.208) -0.056 6 4 2

Nota: Los valores han sido dados en promedio para los 8 loci: Nimero de alelos efectivos promedio por locus (A), porcentaje de loci
polimorficos (p7, un locus es considerado polimérfico si la frecuencia del alelo mas comin no excede 0.95), heterocigocidad esperada
promedio (He, entre paréntesis su desviacion estandar), indice de fijacion promedio (F). Para el equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) se
determiné que el no. Total de loci = al nimero de loci fuera de los 8 para los cuales las frecuencias genotipicas difieren
significativamente desequilibrio H-W, (-) = el nimero de loci con significativo exceso de heterocigotos, y (+) = ndmero de loci con
significativo déficit de heterocigotos.
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7.2. Diferenciacion Genética

En el cuadro 5 se puede observar que el Fis es negativo, lo cual nos indica la existencia de
un exceso de heterocigotos en todas las poblaciones de C. pepo. Aunque se observé un
exceso de heterocigotos, el Fst de 0.399, segun Wright (1978) nos indica que existe una alta
diferenciacion genética entre las poblaciones de C. pepo en el sitio de estudio que no
corresponde a los grupos definidos a priori. Es decir, existe variabilidad dentro de las

poblaciones y entre poblaciones, lo cual lo explica de mejor manera el AMOVA.

Cuadro 5: Estadisticos F de Wright y nimero de migrantes para todas las poblaciones de C. pepo.

Fis Fit Fst Nm
Promedio -0.006 0.349 0.399 0.474 (0.320)
S.D 0.496 0.470 0.146

IC (95%) (-0.350, 0.338) (0.023,0.675) (0.298, 0.500)

Niveles de flujo génico (Desviacion estandar entre paréntesis) entre poblaciones. Los intervalos de confianza fueron del 95% (IC).

El andlisis molecular de varianza (AMOVA) muestra que la mayor parte de la varianza esta
explicada dentro de las poblaciones (68.66%), lo que se explica por un exceso de
heterocigotos presentes. Sin embargo, la varianza explicada entre poblaciones es importante
(31.44%). (Cuadro 6)

Cuadro 6: Analisis molecular de varianza (AMOVA) de 7 localidades.

Componentes de la % de variacion

Fuente de variacion ~ Gl  Suma de cuadrado varianza explicada
Entre Poblaciones 6  39.386 0.16533 31.34%
Dentro de

Poblaciones 259 93.828 0.36227 68.66%
Total 265 133.214 0.5276 100%
0=0.05, p<0.05

El analisis cluster de las localidades, utilizando el estadistico Fst de Wright como distancia

genética, muestra claramente dos grupos (Fig.3). Haciendo un corte en el 80% de
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disimilitud entre los grupos formados, el primer grupo quedaria conformado por las
variedades criollas de Repollal, Chilascd, Unién Barrios, Orejuelo, El Jute y la variedad

comercial de Repollal; y el segundo grupo lo conformaria unicamente EI Durazno.

0.800 0.600 0400 0.200 0.000

1 Repollal
0.887

3 chilasco
0.819

2 Repollal comercial

0.998

4 Uni6n Barrios

juel
1,000 5 Orejuelo

0.36

¥ ElJute

b Durazno

Figura 3: Dendograma basado en UPGMA de datos microsatélites en Cucurbita pepo. Los valores
en los nodos indican en porcentaje de ocurrencia de la topologia en las réplicas de 1000 bootstraps.

El test de Mantel muestra que no existe una correlacién entre las distancias genéticas (Fst)
y las distancias geograficas (Z=45.52, r = 0.2090, p=0.2570), lo que sugiere que la distancia

geografica no tiene influencia sobre la variacion genética (Fig.4)
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Figura 4: Correlacién entre las distancias geograficas y distancias genéticas de las poblaciones de
C. pepo en el sitio de estudio (Test de Mantel, Z=45.52, r = 0.2090, p=0.2570).

Por medio del andlisis de tipo bayesiano, sin informacién a priori de la localidad de origen
de cada uno de los individuos de C. pepo evaluados, realizado con el software Structure,
se detectd que existen dos grupos de individuos genéticamente diferentes (AK=2) (Fig. 5A)
En Anexo 1A, se muestran las dos poblaciones 0 grupos que estan genéticamente
diferenciados. En el Anexo 1B, se representan los individuos por separado, donde la
localidad del Durazno (Variedad Criolla) es la que se diferencia genéticamente de las otras
6 localidades (5 localidades con variedad criolla y 1 con variedad comercial). No existe
diferencia evidente entre la variedad criolla y la variedad comercial, lo que podria

indicarnos que esta ocurriendo introgresion.
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Figura 5: Grupos de individuos genéticamente diferentes determinadas por el programa

STRUCTURE para el sitio de estudio. AK = 2
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8. DISCUSION

8.1. Diversidad genética

El principal objetivo del presente estudio fue determinar la variabilidad genética
entre poblaciones de la variedad criolla de Cucurbita pepo utilizando el marcador
molecular microsatélite. Los resultados muestran que el polimorfismo promedio (p*=
0.9107), diversidad alélica (A = 1.66) y la Heterocigocidad esperada (He = 0.346) son
similares al estudio realizado por Montes-Hernandez y Eguiarte (2002) para el género
Cucurbita (p™= 0.99, A = 2.5, He = 0.409). A pesar de que se usaron microsatélites de
Cucurbita moschata y no de Cucurbita pepo, los loci utilizados son polimorficos e
informativos. La importancia de la diversidad genética radica en que nos provee de
informacion sobre el efecto que tiene la seleccion humana sobre los rasgos morfol6gicos en

plantas cultivadas de importancia econdmica (Bacilieri et al., 2013).

8.2. Diferenciacidn genética y flujo génico

En cuanto a la diferenciacién genética, se obtuvo que los estadisticos F de Wright,
nos indican un exceso de heterocigotos (Fis negativo) lo cual puede estar relacionado con
recientes cruzamientos debido al intercambio de material genético entre las poblaciones por
medio de los agricultores (intercambio de semillas entre ellos). Asi mismo el Fs = 0.399
nos indica que existe una alta diferenciacioén genética entre las poblaciones basandonos en
los parametros reportados por Wright (1978). Diferenciacion que podria ser causada por El
Durazno. Montes-Hernandez y Eguiarte (2002) reportaron Fst promedio de 0.111, lo que es
considerado bajo para plantas con polinizacion cruzada. EI AMOVA (p<0.05) nos indica
que la mayor parte de la variacion esta explicada dentro de las poblaciones (68.66%) que
entre poblaciones (31.44%). El Durazno fue la localidad con mayor proporcion de alelos

privados detectados y mayor diferenciacidn genética con respecto a las otras localidades. Y
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debido a que los alelos privados son alelos exclusivos de una poblacién, la diferenciacion
entre el Durazno y las demas localidades puede estar marcada por la presencia de éstos.
Szpiech y Rosenberg (2011) encontraron que los alelos privados estan correlacionados
con la diferenciacion genética entre pares de poblaciones por lo tanto, el 31.44% de
variacion entre poblaciones determinada por el AMOVA, podria estar explicada por el
Durazno. Dicha variacion puede deberse al bajo nimero de migrantes que hay entre el
Durazno y las demas poblaciones, probablemente por la falta de movimiento de las semillas
por parte de los agricultores de esta poblacién hacia las otras. La Licda. Eunice Enriquez
(comunicacion personal) menciona que para la variedad comercial, los agricultores
compran la semilla en agropecuarias, mientras que las semillas de la variedad criolla, son
intercambiadas a nivel local por los agricultores, ya que su demanda es a nivel local, debido
a que su cultivo esté relacionado con sus costumbres y porque su cultivo no requiere de

mayor cuidado.

Nuestro analisis UPGMA muestra la presencia de dos grupos bien diferenciados, uno
compuesto por la variedad criolla proveniente del Durazno y el otro grupo compuesto por
las demas localidades de cultivos criollos, incluyendo la variedad comercial. Es importante
mencionar que algunos valores de bootstrap en los nodos son bajos, posiblemente porque se
tienen valores faltantes entre cada loci. Asi mismo, el analisis de STRUCTURE, nos
muestra los mismos resultados descritos anteriormente por el UPGMA, ya que detecta dos
grupos de individuos genéticamente emparentados. Sin embargo la prueba de Mantel nos
indica que dicha diferenciacion no es explicada por la distancia geografica, ya que no existe
correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas. Por lo tanto, la
diferenciacion genética entre el Durazno y las demas poblaciones, se debe al manejo de

semillas entre los agricultores, como ya se menciond anteriormente.

Sabemos que el flujo genico es una fuerza evolutiva muy importante. Una pequefia cantidad

de flujo génico, podria contrarrestar otras fuerzas como mutacién, deriva y seleccion
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(Eguiarte et al. 2013). EI nimero de migrantes promedio (Nm) estimado fue de 0.474
(Cuadro 5) lo que significa que hay menos de un individuo migrante por generacién entre
las poblaciones, principalmente entre el Durazno y el resto de localidades (Repollal,
Repollal comercial, Union Barrios, El Jute, Orejuelo y Chilasc). Sin embargo estas
ultimas localidades, se ven afectados por el tipo de seleccion artificial, llevada a cabo por
los agricultores. Por lo tanto, si nos enfocamos en el grupo que excluye al Durazno,
posiblemente si esté ocurriendo algun intercambio de informacion genética, lo que explica
los altos niveles de heterocigotos asi como su agrupacion ya que algunas especies

cultivadas aumentan su variacion genética debido a las préacticas inherentes de su cultivo.

8.3. Endogamia

Los valores del indice de fijacion negativos presentes en Orejuelo, Jute y El
Durazno (Cuadro 4) nos indican un exceso de heterocigotos. Los valores cercanos a cero
son esperados cuando hay apareamiento al azar como el caso de Chilasco, Repollal,
Repollal comercial y Union Barrios, mientras que valores sustancialmente positivos,
indican endogamia y no se tuvo evidencia de ello en este estudio. En poblaciones de
especies cultivadas, donde existe seleccion artificial; los niveles de endogamia tienden a
aumentar, provocando depresion por endogamia o cuellos de botella que pueden provocan
una pérdida en heterocigotos (Bisognin, 2002, Montes et al. 2005). Montes y colaboradores
(2005) proponen que este efecto puede ser invertido intercambiando semillas o utilizando
métodos de cultivo que promuevan el intercambio genético entre cultivos. Asi mismo,
recomienda que los agricultores seleccionen diversos fenotipos de frutos descartando la
idea de tamafio y forma de fruto ideal. En la localidad bajo estudio, el intercambio de

semillas en la variedad criolla ocurre entre los agricultores de manera local y tradicional.
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8.4. Introgresion

Debido a que los grupos genéticamente emparentados detectados tanto por
STRUCTURE como por el UPGMA, ubican el cultivo comercial dentro del grupo de
cultivos criollos, sugiere que ha ocurrido un flujo génico entre la variedad comercial y la
criolla, lo cual ha sido observado en estudios entre cultivos criollos y comerciales (Kuroda
et al., 2006). Debido a que Mesoamérica es centro de diversidad para el género Cucurbita,
se debe tener mucha cautela en el uso de variedades comerciales ya que el flujo génico
entre plantas domesticadas y sus parientes criollos, puede tener consecuencias perjudiciales.
Estudios como el de Stewart et al. (2003) menciona que la introgresion es un proceso muy
importante en la evolucién en plantas debido a que naturalmente tiene implicaciones como
el aumento de la diversidad genética, como es el caso del presente estudio, asi como la
transferencia de adaptaciones, origen de adaptaciones, origen de variedades o especies, el
refuerzo o ruptura de barreras que promueven la colonizacion o dispersion (Rieseberg y
Wendel, 1993). Estudios en C. pepo muestran que la introgresion puede ser un proceso
viable y puede favorecer a la variedad debido a que le confiere resistencia a virus. (Oliveira
et al. 2003). Entrevistas realizadas a los agricultores de la localidad bajo estudio
(Comunicacién personal Licda. Eunice Enriquez) indican que el 30% de los agricultores
siembran la variedad criolla y comercial al mismo tiempo, y en algunos casos, la separacién
entre cada cultivo es menor a 2 0 3 metros. Incluso algunos de los agricultores reconocieron
que si existe hibridacion entre ambas variedades ya que la progenie presenta caracteristicas
de ambos padres, por lo que se debe tener mucha cautela al manejar variedades comerciales
para no perder la diversidad genética de las variedades criollas.
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9. CONCLUSIONES

Se determind que si existe estructuracion genética entre las poblaciones de la

variedad criolla de Cucurbita pepo, en Baja Verapaz, Guatemala.

Se identificaron dos grupos genéticamente diferentes, el primero conformado por
los cultivos de las aldeas de EI Repollal (criollo y comercial), Chilasco (criollo),
Unién Barrios (criollo), Orejuelo (criollo) y El Jute (criollo); y el segundo grupo
conformado por la variedad criolla de EI Durazno.

La diferenciacion genética entre ambos grupos se debe al bajo numero de
migrantes detectados, asi como la presencia de alelos privados principalmente en

El Durazno

Se determind que existe alta diversidad genética, asi como el exceso de
heterocigotos en la variedad de C. pepo analizada, que puede ser a causa de las

practicas ancestrales relacionadas con su cultivo.

La evidencia sugiere que existe introgresion de la variedad comercial en la
variedad criolla de C. pepo lo cual puede tener tanto efectos favorables como
perjudiciales en la especie.
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10. RECOMENDACIONES

10.1. Aumentar el ndmero de microsatélites polimorficos utilizado para los analisis

genéticos con el fin de darle mayor robustez a los datos generados.

10.2. Aumentar el tamafio de muestra utilizado en cada poblacion al menos de 30

individuos por cultivo.

10.3. Ampliar el area de estudio a nivel regional utilizando otras poblaciones de C. pepo,
para establecer un mejor plan de manejo de los cultivos de importancia econémica,

haciendo uso de un grupo externo que valide los futuros analisis.

10.4. Que los agricultores manejen una distancia prudente entre sus cultivos de variedades

comerciales y criollas para evitar que exista introgresion.

10.5. La presencia de introgresién debe manejarse con mucha cautela en los cultivos
criollos, ya que al manejar variedades comerciales puede perderse la diversidad

genética de las variedades criollas.
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Anexo 1: Grupos de individuos genéticamente diferentes determinadas por el programa
STRUCTURE para el sitio de estudio A = grupos de individuos de manera general y B =
desglosado por individuo.
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