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FLUJO DE GENES ENTRE FRIJOL COMUN Y SILVESTRE
EN COSTA RICA!

Néstor Chaves-Barrantes?, Rodolfo Araya-Villalobos?, Daniel Debouck®

RESUMEN

Flujo de genes entre frijol comiin y silvestre en Costa
Rica. Con el objetivo de analizar el flujo de genes entre frijol
comtn silvestre y cultivado, se determind el porcentaje de
alogamia en condiciones naturales de crecimiento del frijol
silvestre y en estacién experimental. En el 2004 se evalug el
cruzamiento natural entre frijol silvestre mexicano G23511A
(Phaseolus vulgaris L.) y la linea blanca PAN 68, en la Esta-
cion Experimental Fabio Baudrit de la Universidad de Costa
Rica en Alajuela. Para ello se sembraron dos parcelas experi-
mentales; cada una consté de dos bloques de PAN 68 de 10
surcos (15 m de largo y espaciados 0,6 m). Entre los bloques
y en el borde superior de los mismos, se sembraron tres surcos
de frijol silvestre como donantes de polen. Se numeraron las
hileras y las plantas de cada una en los bloques de frijol blan-
co. En Quircot de Cartago (drea donde crece en forma natural
P. vulgaris silvestre), en el 2005 y 2006, se sembraron plantas
de frijol comercial (Vainica de Palo) a lo largo de seis sitios
junto a las poblaciones de frijol silvestre. En ambas localida-
des la floracién de silvestres y comerciales fue coincidente. Se
cosecho toda la semilla de los ensayos y se germin6 en ban-
dejas, determinando el porcentaje de alogamia por medio del
color morado del hipocotilo, indicativo de aquellas pldntulas
cruzadas. En Alajuela el porcentaje de cruza varid entre 0,007
y 0,028 %; mientras que en Quircot, entre 0 y 0,199 %.

Palabras clave: Alogamia, Phaseolus vulgaris silves-
tre, cruzamiento natural, abejas, Bombus spp.

ABSTRACT

Gene flow between wild common bean and cultiva-
ted cultivars in Costa Rica. In order to study gene flow bet-
ween common wild and cultivated cultivated bean, the rate
of allogamy was estimated in a location where wild common
bean grows naturally and at an experimental station. In 2004,
natural outcrossing between wild Mexican bean G23511A
(Phaseolus vulgaris L.) and white cultivar PAN68 was esti-
mated at Fabio Baudrit Experimental Station of the Univer-
sity of Costa Rica in Alajuela. Two experimental plots were
sown; each one had two blocks of ten rows of PAN68 (15m
long and 0,6m spaced). Between blocks and at their upper
border, three rows of wild Mexican common bean were
sown as pollen donors. Each of the rows and plants in the
white blocks was numbered. In 2005 and 2006 in Quircot,
Cartago, where wild common bean grows naturally, plants of
common bean (Vainica de Palo) were sown in six locations
adjacent to wild common bean populations. In both locatio-
ns, flowering of wild and cultivated bean was coincident. All
seeds from assays were harvested and germinated in seedling
trays, estimating the rate of allogamy through the color of
the hipocotyl (purple), which indicates what seedlings were
crossed. In Alajuela, natural crossing ranged from 0,007 to
0,028 %, whereas in Quircot from 0 to 0,199 %.

Key words: Allogamy, wild Phaseolus vulgaris, natural
outcrossing, honybees, Bombus spp.
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INTRODUCCION

En Costa Rica existe gran variabilidad genética
de especies del género Phaseolus y en los dltimos 20
afios se han identificado 22 poblaciones de P. vulgaris
silvestre (Debouck er al. 1989, Araya et al. 2001, Ara-
ya y Debouck 2003, Gonzélez et al. 2004). Hay sitios,
como Quircot (provincia de Cartago), donde conviven
varias especies silvestres de Phaseolus cerca de los
campos comerciales de frijol comiin; por lo que se han
encontrado evidencias de flujo natural de genes entre
formas cultivadas, y entre formas cultivadas y silves-
tres de P. vulgaris (Araya y Debouck 2003).

Por ser el frijol comiin una especie autdgama,
normalmente la incidencia de cruzamiento natural es
muy baja (Bliss 1980, Leén 1987); sin embargo, se
han observado grandes diferencias en ensayos llevados
a cabo en diferentes localidades y paises. En el caso
de flujo de genes entre variedades comerciales y frijol
silvestre se encontr6 una alogamia promedio de 1,5 %
en Cerrito, Valle, Colombia (Triana et al. 1993) y de
20 a 55 % en Sierra Norte, Puebla, México (Gepts et
al. 2000).

Por otro lado, el cruzamiento natural entre cul-
tivares comerciales se ha estudiado en paises como
México, Puerto Rico, Estados Unidos, Brasil, Etiopia,
Espafia, Venezuela y Costa Rica. La alogamia determi-
nada vari6 desde O hasta 66,8 % en ensayos realizados
en Estados Unidos (Tucker y Harding 1975, Wells et
al. 1988), pero en la mayoria de los casos, con excep-
cion de Puerto Rico, donde Brunner y Beaver (1989)
obtuvieron un 39,3 %; los porcentajes maximos fueron
bajos. Por ejemplo 7,4 % en México (Miranda 1971);
4,8 % en Etiopia (Stoetzer 1984); 2,25 % en Brasil
(Regina et al. 2000); 0,74 % en Espafa (Ferreira et al.
2000) y 0,49 % en Venezuela (Ortega 1974).

En Costa Rica, el flujo de genes en el frijol comin
fue estudiado por Alan y Moh (1966), quienes encon-
traron una alogamia mdaxima de 0,20 % en Alajuela;
por Pinchinat (1967) citado por Ortega (1974) quien
obtuvo un 0,10 % de cruzamiento natural y por Chaves
et al. (2003 y 2007%) quienes determinaron un prome-
dio de 0,029 % de alogamia en ensayos realizados en
Alajuela y Fraijanes del 2002 al 2006. En un ensayo

4 Chaves, N. 2007. Flujo de genes en frijol. Alajuela, Costa Rica.
Programa de Leguminosas, Estacion Experimental Fabio Baudrit.
Comunicacién personal.
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preliminar en Quircot, se sembraron variedades crio-
llas de frijol junto a las aéreas naturales de crecimiento
del frijol silvestre; obteniéndose un cruzamiento natu-
ral que vari6 entre 0 y 16,36 % (Araya et al. 2004).

Tanto en el flujo de genes entre cultivados y entre
éstos y silvestres, se presentan grandes diferencias en
los datos indicados por los autores; ésto se debe en
su mayor parte a aspectos metodolégicos y a factores
ecoldgicos propios de los sitios donde se realizaron
los trabajos.

Dado el nivel de cruzamiento natural y flujo de
genes entre plantas de frijol, es importante determinar el
impacto potencial futuro que podria tener la introduccién
de plantas transgénicas de Phaseolus y sus implicacio-
nes en el germoplasma de P. vulgaris de uso comercial
y silvestre. También es importante considerar el impacto
de la alogamia sobre la industria de semillas, pues si los
niveles de cruzamiento son altos, se puede afectar la
produccién de semilla genéticamente pura. El objetivo
del presente trabajo fue determinar el porcentaje de alo-
gamia entre un frijol comun silvestre y uno cultivado.

MATERIALES Y METODOS

Para estudiar el flujo de genes entre frijol comun
silvestre y cultivado, se determiné el porcentaje de
alogamia tanto en una estacién experimental como en
condiciones naturales de crecimiento del frijol silves-
tre. La investigacién se llevé a cabo en Costa Rica,
entre setiembre del 2003 y enero del 2004 en la Es-
tacion Experimental Fabio Baudrit (EEFBM) ubicada
en Alajuela (10°01’N; 84°16°0; 840 msnm), y entre
setiembre del 2005 y enero del 2006, y setiembre del
2006 y febrero del 2007 en Quircot, Cartago (09°54’N;
83°56°0; 1.540 msnm).

En la localidad de Alajuela se sembrd la linea
de frijol blanco PAN 68 [BAT 338 x G 3645-6-1-
CM (5-C)-M, hdbito tipo II, grano pequefio y opaco]
y el frijol silvestre de origen mexicano G23511A,
ambos contrastantes para la caracteristica del color
del hipocotilo y de la flor: el silvestre con hipocotilo
morado (cardcter dominante) y flores lilas, y la linea
con hipocotilo verde (cardcter recesivo) y flor blanca.
En Quircot se trabajé con las poblaciones naturales
de frijol silvestre y se sembrd junto a ellas el cultivar
Vainica de Palo (variedad acriollada de la zona, con
hipocotilo verde, hdbito tipo IV, flor blanca y grano
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amarillo). Esta condicién permitid utilizar el color del
hipocotilo como marcador morfolégico, para identificar
las progenies originadas de la cruza entre ambos tipos
de frijol, y as{ diferenciarlas de las provenientes de la
autopolinizacién del genotipo con hipocotilo verde.

Se utilizé el color del hipocotilo, ya que es una
caracteristica dominante, estable e independiente del
ambiente; ademds de que puede distinguirse fécil-
mente en los primeros estadios de desarrollo de la
planta (Alan y Moh 1966). El color del hipocotilo estd
determinado por un solo locus genético (P/p), asi el
homocigoto recesivo (pp) es verde (sin color) mientras
que el genotipo dominante (PP) y el heterocigoto (Pp)
tienen hipocotilos morados (Ibarra et al. 1996).

En Alajuela se sembraron dos parcelas experi-
mentales, cada una consté de dos bloques de PAN 68
de 10 surcos de 15 m de largo y espaciados 0,6 m.
Entre los bloques y en el borde superior de los mismos,
se sembraron tres surcos de frijol silvestre mexicano
como donantes de polen y se colocaron tutores de 2m
de alto para ayudar en su establecimiento. Se llevo
un registro de las fechas de inicio de las principales
etapas fenoldgicas del cultivo, en especial del periodo
de floracion, durante el cual se observo la actividad y
tipo de polinizadores que visitaron la parcela, asi como
la direccidn del viento predominante. Las parcelas del
ensayo se ubicaron en un lugar completamente aislado
para evitar contaminacién con polen proveniente de
otras siembras de frijol cercanas.

Se cosecharon todas las plantas de los bloques
de PAN 68, numerando las hileras de uno a diez en el
bloque (A) y de once a veinte en el otro bloque (B). A
su vez, se numeraron las plantas de cada hilera (Figura
1). Con base en la numeracién efectuada en campo,
se procedio a determinar la ubicacion aproximada de
cada planta donde se dio un evento de cruza y de la
progenie resultante de dicho cruce, dentro de la parcela
del ensayo.

Las plantas secas se desgranaron manual e indivi-
dualmente, y las semillas de cada una se contaron con
ayuda de un contador automadtico (Multi Auto Counter,
Model DC1, No. 03031, Everwell Corporation). Las
semillas se almacenaron en sobres de papel cerrados
e identificados. Luego, se pusieron a germinar en ban-
dejas en una casa de mallas; cada grupo de semillas
se identificé por medio de una paleta pldstica con el
nimero de planta e hilera correspondientes. Se empled
suelo previamente mezclado con granza de arroz en
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Figural. Esquema de siembra de las parcelas y de numera-

cién de las plantas en el campo. EEFBM, Alajuela.
2007.

proporcion de 3:1 como sustrato y se coloc una semi-
1la por celda. El sustrato se traté con benomil (80 g de
i.a./16l) adicionado con bomba de espalda. Entre los
siete y nueve dias después de la siembra, cuando las
plantulas tenfan ocho centimetros de altura, se evalu6
el color del hipocotilo y la venacidon de las hojas coti-
ledonares, para determinar si presentaban cruza o no.
Cuando se encontrd una planta cruzada se trasplantd
a un pote y se llevé a cosecha; las que no presentaron
cruce se desecharon.

En Quircot de Cartago el ensayo consistid en
ubicar plantas del cultivar Vainica de Palo a lo largo
de seis sitios junto a las poblaciones de frijol silvestre
(Figura 2). La seleccion del cultivar comercial de gra-
no de color amarillo, se basd en tres criterios: su habito
trepador, su color de hipocotilo (verde) y su adapta-
cién a altitudes entre los 1.500 y 2.000 msnm.

Las semillas de Vainica de Palo se germinaron en
bandejas con peat moss (Plug Mix Perlite VI PMP 4CF)
en la Estacion Experimental Fabio Baudrit en Alajuela y
se llevaron a Quircot a los 15 dias de edad. Ahf se trans-
plantaron a los sitios de siembra, donde previamente se
habia observado frijol silvestre en crecimiento vegetati-
vo. A la par de cada pldntula transplantada se colocaron
dos tutores de bambi para ayudar a su establecimiento.

En el afio 2005 se sembraron 1.000 pldntulas del
frijol Vainica de Palo, 500 el 28 de setiembre y 500
el 20 de octubre. Se traté de abarcar un periodo de
tiempo lo suficiente amplio, para que coincidieran las

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(2):237-244. 2009
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Figura 2.

Ubicacidn de los sitios de siembra del frijol Vai-
nica de Palo en la finca de la Cooperativa Rosales
(punto 6 fuera de la imagen). Quircot, Cartago,
Costa Rica. 2007.

floraciones de ambos tipos de frijol. En el 2006, se
sembraron 500 plantulas del frijol Vainica de Palo el
13 de octubre y otras 500 el 27 del mismo mes.

La cosecha se realizé por sitio de siembra. La
determinacidn del flujo de genes, se baso en la evalua-
cion del color del hipocotilo. Para ello, los grupos de
semillas cosechados por sitio de siembra, se germina-
ron en bandejas; pero a diferencia del ensayo anterior,
se empled como sustrato peat moss. Cuando se encon-
tré una plantula cruzada se trasplantd a un pote en casa
de mallas para llevarla a cosecha.

Tanto en Alajuela como en Quircot, el cruzamien-
to natural se determind al obtener la proporcion de
pldntulas que germinaron con hipocotilo morado con
respecto al total de pldntulas germinadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para ambas parcelas experimentales en Alajuela y
en ambas épocas de siembra en Quircot, hubo sincro-
nfa entre las floraciones del cultivar comercial y del
frijol silvestre. La sincronia en la floracién es un as-
pecto importante, que garantizé que la receptividad de
los estigmas de las flores de la variedad de hipocotilo
claro y la viabilidad del polen de las flores del silvestre
ocurrieran al mismo tiempo.

ISSN: 1021-7444

Ambos frijoles silvestres iniciaron su floracién
estimulados por la pequefia variacion que se da en la
duracion del dia en Costa Rica, acortindose alrededor
de una hora desde el 21 de junio (12,5 h) hasta el 21 de
diciembre (11,5 h) (Gutiérrez et al. 1997). Usualmente
los frijoles silvestres entran en floracién en la primera o
segunda semana de noviembre y esta etapa fenoldgica
se extiende alrededor de seis semanas. Con base en esta
informacidn, se programo la siembra del frijol PAN 68
en la EEFBM, para que su floracién coincidiera con la
del silvestre. Ast, el frijol PAN 68 de la primera época de
siembra flore6 del 07/11/04 al 24/11/04 y el de 1a segunda
época de siembra del 14/11/04 al 02/12/04, mientras que
el silvestre mexicano lo hizo del 07/11/04 al 15/12/04. En
el caso de Quircot, la variedad Vainica de Palo respondid
al mismo estimulo que el frijol silvestre, por lo que sus
floraciones fueron coincidentes en ambos afios.

En la EEFBM varios tipos de insectos visitaron
las parcelas experimentales, pero los observados con
mayor frecuencia durante el periodo de floracién
fueron las abejas (Hymenoptera, Apis spp.), que se
indican como uno de los polinizadores mds importan-
tes en frijol por su adaptacion a la estructura floral de
esta planta (Free 1966). También fue posible observar
con gran frecuencia trigonas (Trigona spp) y en forma
ocasional chiquizds (Bombus spp), que aunque son co-
nocidos por su eficiencia como agentes polinizadores,
mostraron una marcada preferencia por las flores del
frijol silvestre. Otros insectos que visitaron las parce-
las fueron las mariquitas (Coleoptera: Coccinellidae)
y las mariposas (Lepidoptera); sin embargo, €stos son
visitantes ocasionales e inclusive algunos insectos del
orden Lepidoptera se consideran ladrones de polen y
néctar, pues no desencadenan los mecanismos de trans-
ferencia polinica. En Quircot, el principal polinizador
observado fue el chiquizd, cuya actividad y nimero de
individuos fue importante durante el primer afio, en re-
lacién con el segundo. También se observaron abejas,
pero en poca cantidad en ambos periodos.

En Alajuela se obtuvo un cruzamiento natural que
varié desde 0,007 hasta 0,028 % y cuyos eventos se
concentraron principalmente en uno de los bloques
(A) de ambas parcelas experimentales (Cuadro 1). No
se logré observar alguna distribucién espacial deter-
minada de las cruzas (Figura 3), contrario a lo obser-
vado en los ensayos para determinar la alogamia entre
variedades comerciales, donde las pladntulas cruzadas
provinieron de las hileras mds cercanas a la fuente de
polen (Chaves et al. 2003, Chaves®).

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(2):237-244. 2009
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Cuadro 1. Porcentaje de alogamia en el ensayo de flujo de ge-
nes entre frijol blanco y frijol silvestre mexicano.
EEFBM, Alajuela, Costa Rica. 2004.
Indicador Parcela 1 Parcela 2
Semillas 73509 52340
Germinacion (%) 92,37 76,00
Plantulas germinadas 67901 39779
Plantulas cruzadas 5 11
Alogamia Bloque A (%) 0,012 0,046
Alogamia Bloque B (%) 0,003 0,006
Alogamia total (%) 0,007 0,028

En Quircot se obtuvo una alogamia de 0,199 %
en el 2006, mientras que en el 2007 no se obtuvo
cruzamiento (Cuadro 2 y 3). Durante el primer afio,
se observo gran cantidad de chiquizds rondando el

ensayo y se rescatd mayor cantidad de semilla, por lo
que se pudo medir con mayor certeza el cruzamiento
que se presentd entre el frijol silvestre costarricense y
el cultivar de frijol de hipocotilo claro. Con respecto a
ésto, los porcentajes de cruza natural mds altos (sitios
dos y cinco) coincidieron con el drea donde hubo
mayor cantidad de plantas de frijol silvestre, que se
ubicaba en medio de ambos sitios y que aumento las
posibilidades de cruzamiento. Durante el segundo
afio se tuvo problemas con el establecimiento de las
plantas de Vainica de Palo debido a la ausencia de
lluvias. Esto ocasiond que se rescataran pocas semillas
y al ser tan bajos los porcentajes de cruzamiento
natural, talvez no se logro captar el flujo de genes que
se pudiera haber presentado en ese afio. Ademads, hubo
un uso mds intenso de agroquimicos pues se tenia
frijol en monocultivo en los alrededores, lo que pudo
ocasionar una merma en el nimero de polinizadores
que visitaron el ensayo.

Distancia (m)
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Figura 3.  Ubicacién espacial aproximada de las plantas donde hubo cruzamiento y

nimero de pldntulas con hipocotilo morado generadas a partir de las semi-
llas de cada planta (cruzas por metro); color negro (parcela 1) y color gris
(parcela 2). EEFBM, Alajuela, Costa Rica. 2004.
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Cuadro 2. Porcentaje de alogamia en el ensayo de flujo de genes entre frijol blanco y frijol silvestre costarricense. Quircot,

Cartago, Costa Rica. 2006.

Sitio* Semillas Plantulas Hipocotilo Germinacién Plantulas germinadas
germinadas Verde Morado (%) Sin cruza (%) Con cruza (%)
1 353 278 278 0 78,75 100,00 0,000
2 562 484 483 1 86,12 99,79 0,207
3 174 165 165 0 94,83 100,00 0,000
4 1.160 892 891 1 76,90 99,89 0,112
5 800 697 694 3 87,13 99,57 0,430
Total 3.049 2.516 2.511 5 82,52 99,80 0,199

* En el punto 6 no prosperd ninguna de la plantas transplantadas pues se limpiaron los bordes del camino donde se sembraron, por lo

que no hubo semilla para evaluar la alogamia.

Cuadro 3. Porcentaje de alogamia en el ensayo de flujo de genes entre frijol blanco y frijol silvestre costarricense. Quircot,

Cartago, Costa Rica. 2007.

Sitio* Semillas Plantulas Hipocotilo Germinacion Plantulas germinadas
germinadas Verde Morado (%) Sin cruza (%) Con cruza (%)

1 110 99 99 0 90,00 100,00 0,00

2 185 179 179 0 96,76 100,00 0,00

5 233 219 219 0 93,99 100,00 0,00

6 8 7 7 0 87,50 100,00 0,00

Total 536 504 504 0 94,03 100,00 0,00

* En los puntos 3 y 4 las plantas transplantadas murieron debido a las condiciones climdticas imperantes, por lo que no hubo semilla para

evaluar la alogamia.

En general, el porcentaje de alogamia determinado
en Quircot fue mayor al obtenido en Alajuela. Una de
las razones es que en Quircot se cont6 con polinizado-
res mds eficientes como los chiquizd; que son atraidos
por otras especies de Phaseolus de polinizacién abierta
que conviven en el lugar como P. polyantus y P. coc-
cineus, pero que una vez en el sitio no discriminan a la
hora de polinizar, segtin indica Gepts et al. (2000). Por
otro lado, en Quircot se conté con una mayor cantidad
y cercania de plantas de frijol silvestre con respecto a
las plantas receptoras de polen (Vainica de Palo). Otro
de los factores importantes que pudo influir, es que la
alogamia también estd ligada al frijol silvestre que se
emplee como donante de polen, como se desprende del
estudio de Triana et al. (1993), quienes encontraron
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diferencias en el cruzamiento natural segtn el origen
del frijol silvestre empleado.

Los porcentajes de alogamia obtenidos en
Quircot y Alajuela, en general, son mds bajos que los
determinados por Triana et al. (1993) en Cerrito, Valle,
Colombia (1,5 % en promedio) y por Gepts et al. (2000)
en Sierra Norte, Puebla, México (20 - 55 %), quienes
también midieron el cruzamiento natural en ensayos con
frijoles silvestres. Sin embargo, no se alejan mucho de
los encontrados en ensayos con cultivares comerciales
realizados en Costa Rica por Pinchinat (1967), quien
obtuvo un 0,10 % de cruzamiento promedio en su
trabajo; por Alan y Moh (1966) en Alajuela, quienes
encontraron una alogamia mdxima de 0,20 % y por
Chaves et al. (2003 y 2007*) quienes determinaron

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(2):237-244. 2009



CHAVES et al.: FLUJIO DE GENES ENTRE FRIJOL COMUN Y SILVESTRE EN CoSTA Rica 243

un promedio de 0,029 % de cruzamiento natural en
ensayos similares realizados en Alajuela y Fraijanes
del 2002 al 2006. Las diferencias observadas entre los
distintos trabajos, parecen provenir de las variaciones
en la metodologia empleada para obtener la alogamia.
Por ejemplo, Gepts et al. (2000) determinaron el
porcentaje de alogamia mediante técnicas moleculares
y midieron los eventos acumulados de cruzamiento
natural durante muchos afos, de ah{ los porcentajes tan
elevados que obtuvieron (20-55 %).

Ademds de la metodologia empleada, otros fac-
tores como la poblacién y tipo de polinizadores, el
origen del frijol silvestre empleado, el color de las
flores de los padres involucrados, la estructura de los
receptores de polen, las condiciones agroecoldgicas
presentes, y las condiciones propias de cada sitio, pue-
den influir en porcentaje de alogamia. En la investiga-
cién efectuada por Triana et al. (1993), se emplearon
como padres donantes de polen tres frijoles silvestres
de distinto origen: mesoamericano, del sur y del norte
de los Andes; estos ultimos, por presentar porcentajes
de alogamia relativamente altos (0,43 - 8,62 %), tanto
entre los receptores de polen de su acervo como con
los de los de otra procedencia, elevan el promedio de
alogamia encontrado. Del mismo trabajo, también se
desprende que entre frijoles de origen mesoamericano
el rango de cruzamiento natural varié desde 0,07 hasta
1,15 %; por lo que los valores encontrados en Costa
Rica se encuentran dentro de este rango en el caso de
Quircot o se acercan a su nivel inferior en el caso de
Alajuela.

En esta investigacién se traté de simular lo que
ocurriria en siembras comerciales cerca de poblacio-
nes de frijoles silvestres. La informacién obtenida
servird para el desarrollo de protocolos de seguridad
en el pafs y en los trépicos, ante la potencial siembra
de transgénicos. Ademds, constituye una evidencia
de como se puede generar nueva diversidad genética
natural, en campos de agricultores que siembran frijol
comun aledafio a poblaciones de frijol silvestre.
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