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CRUZAMIENTO NATURAL EN FRIJOL COMUN EN COSTA RICA!

Néstor Felipe Chaves-Barrantes?, Rodolfo Araya-Villalobos?, Daniel G. Debouck’

RESUMEN

Cruzamiento natural en frijol comiin en Costa Rica.
El objetivo de esta investigacion fue estimar el porcentaje de
alogamia entre dos variedades de frijol comtn en Fraijanes
y Alajuela, localidades del Valle Central de Costa Rica.
La parcela experimental consistié en tres bloques de diez
lomillos de 15 m de largo espaciados 0,8 m. En el bloque
central se ubicé la variedad de grano color negro, UCR 55 en
Fraijanes y Guaymi en Alajuela, y en los laterales la variedad
de grano color blanco PAN 68. Los ensayos se llevaron a
cabo del 2002 al 2003 en Fraijanes y del 2002 al 2007 en
Alajuela, y se evalué el efecto de la direccién predominante
del viento, la estacién (seca y lluviosa) y la distancia de la
fuente de polen. En ambas localidades se presentd sincronia
floral de las variedades de frijol. Se cosecharon y numeraron
todas las plantas de PAN 68 en las cinco hileras préximas
al bloque central. El cruzamiento natural se estimé como el
porcentaje de plantulas con hipocotilo morado en la progenie
F, de la variedad PAN 68, con hipocotilo verde. En Alajuela
el cruzamiento natural varié de 0,000 a 0,096% y en Frai-
janes de 0,004 a 0,033%. Se obtuvo una alogamia general
de 0,031%, baja en comparacién con estudios realizados en
otros paises. La polinizacion cruzada natural no fue afectada
por la condicién de clima (seca o lluviosa) o la direccién
predominante del viento, pero fue afectada inversamente por
la distancia desde la fuente de polen en Alajuela (1?=0,9622,
p=<0,05), donde se acercé a cero después de 4 m.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, biologia floral,
flujo de genes, hibridos naturales, marcador morfolégico,
polen, polinizadores.

ABSTRACT

Natural outcrossing in common bean in Costa
Rica. The objective of the research was to evaluate the
natural outcrossing rate between two varieties of common
bean in Alajuela and Fraijanes, localities in the Central
Valley of Costa Rica. The experimental plot included three
blocks with ten 15.0 m long rows, 0.8 m The black-seeded
varieties UCR 55 and Guaymi were growing in Fraijanes
and Alajuela in the central block respectively; while the
white-seeded variety PAN 68 was planted in the two lateral
blocks. The experiments were carried out from 2002 thru
2003 in Fraijanes and from 2002 thru 2007 in Alajuela. The
variables: wind direction, seasonal effect and distance from
the pollen source were evaluated. There was a synchrony
in the flowering time of the varieties in both localities.
All plants of the white-seeded variety were numbered
and harvested in the five nearest rows to the black-seeded
varieties. Natural outcrossing was recorded as a percentage
of seedlings with purple hypocotyl in the F| progeny of PAN
68 (variety that shows green hypocotyls). In Alajuela the
rate of natural outcrossing varied from 0,000 to 0.096%,
while in Fraijanes it did from 0.004 to 0.033%. The general
allogamy was of 0.031%, a lower outcrossing if compared to
trials carried out in other countries. The natural outcrossing
was not affected by the dry or rainy season nor the wind
direction, but it was inversely affected by the distance from
the pollen source in Alajuela (1?=0.9622, p<0.05); It was nil
from 4 m away from the pollen source.

Keywords: Phaseolus vulgaris, floral biology, gene
flow, natural hybrids, morphological marker, pollen,
pollinators.

' Recibido: 8 de julio, 2013. Aceptado: 18 de marzo, 2014. Trabajo conjunto entre el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) y la

Universidad de Costa Rica (Proyecto V.I. 736-A1-553).

o

Rica. nfchaves@gmail.com, avillalo2005@hotmail.com

d.debouck@cgiar.org

Programa de Leguminosas, Estacién Experimental Fabio Baudrit Moreno, Universidad de Costa Rica. Apdo. postal 183-4050 Alajuela, Costa

Programa de Recursos Genéticos, Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). A.A.6713,km 17, recta Cali-Palmira, Cali, Colombia.

@ (1 165)(=)| © 2014 Agronomia Mesoamericana es desarrollada en la Universidad de Costa Rica y se encuentra licenciada con Creative
EY MG MO

Commons Reconocimiento-NoComercial-SinObraDerivada 3.0 Costa Rica. Para mas informacion escribanos a pccmca@ucr.ac.cr



24 CHAVES et al.: CRUZAMIENTO NATURAL EN FRIJOL COMUN EN CosTA Rica

INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es pre-
dominantemente autégamo, con una incidencia de
polinizacién cruzada natural muy baja (Bliss, 1980;
Ledn, 1987). Su estructura floral protege a los 6rganos
masculinos y femeninos con los pétalos unidos por la
quilla, y los granos de polen empiezan a caer sobre el
estigma antes de la antesis, lo que le confiere al frijol
comin la caracteristica de autopolinizacién (Webster
et al., 1977; Ferreira et al., 2007). Sin embargo, la
presencia de un nectario activo entre el tubo estaminal
y el ovario puede atraer insectos, lo que da lugar a di-
ferentes tasas de polinizacion cruzada natural en este
cultivo (Webster et al., 1982).

La tasa de alogamia estd influenciada por muchos
aspectos, entre ellos el genotipo y la metodologia utili-
zada para estimarla (Wells et al., 1988; Ramirez et al.,
2000; Ferreira et al., 2007), el habito de crecimiento
(Brunner y Beaver, 1989; Ramirez et al., 2000) y la
estructura floral de los genotipos empleados (Miranda,
1971; Ramirez et al., 2000). También, las condiciones
ecoldgicas y climdticas especificas de los sitios de
evaluacién afectan la cantidad y diversidad de polini-
zadores (Ramirez et al., 2000; Ferreira et al., 2007).
Otro factor que influye en flujo de genes en frijol es si
el cruzamiento natural se da entre formas cultivadas,
o entre estas y las formas silvestres, y en el caso de
estas ultimas también es importante su origen (Triana
etal., 1993).

El cruzamiento natural entre cultivares de frijol
comun se ha estudiado en paises como México, Puerto
Rico, Estados Unidos, Brasil, Etiopia, Espafia, Vene-
zuela y Costa Rica. Los valores extremos de maxima
alogamia se obtuvieron en trabajos realizados en
Estados Unidos, donde se obtuvo el valor més bajo:
0,007% (Tucker y Harding, 1975) y el mas alto 66,8%
(Wells et al., 1988). En contraste, con excepcion de
Puerto Rico, donde Brunner y Beaver (1989) obtuvie-
ron 39,3%; los porcentajes maximos de polinizacién
cruzada natural fueron menores: 4,19; 4,50 y 7,45%
en México (Crispin, 1960; Miranda, 1971; Ramirez et
al., 2000); 4,80% en Etiopia (Stoetzer, 1984); 0,14%
y 1,66% en Brasil (Royer et al., 2002; Ferreira et al.,
2007); 0,73 y 6,90% en Estados Unidos (Mackie y
Smith, 1935; Ibarra et al., 1997); 0,74% en Espaiia
(Ferreira et al., 2000) y 0,49% en Venezuela (Ortega,
1974). En Costa Rica, el cruzamiento natural entre
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formas cultivadas de frijol comin fue estudiado por
Alan y Moh en 1966 y por Pinchinat en 1967, los pri-
meros determinaron una alogamia maxima de 0,20%
en Alajuela, mientras que en la segunda investigacion
se obtuvo 0,10% de cruzamiento natural.

En estudios sobre el flujo de genes entre accesiones
silvestres de frijol, se encontré una alogamia promedio
de 1,5% en Cerrito, Valle, Colombia (Triana et al.,
1993), y entre formas silvestres y cultivadas de 20 a
55% en la Sierra Norte de Puebla, México (Gepts et al.,
2000). En el caso de Gepts et al. (2000), estos determi-
naron el porcentaje de alogamia mediante técnicas mo-
leculares y midieron los eventos de cruzamiento natural
acumulados durante afos, por lo que obtuvieron por-
centajes de esa magnitud. En Costa Rica, Chaves et al.
(2009) determinaron una alogamia maxima de 0,199%
entre formas silvestres y cultivadas de frijol comun.

Los cultivos y sus parientes silvestres pueden cru-
zarse libremente, lo que da origen a progenies fértiles
y viables (Harlan y De Wet, 1971). En relacién con
el entrecruzamiento, en frijol comun se presentan dos
situaciones a considerar, por un lado que el flujo de
genes es mayor de las formas cultivadas a las silvestres
(Gepts y Papa, 2003; Papa y Gepts, 2003), y por otro
lado, a pesar del éxito limitado en la transformacién
genética del frijol (Broughton et al., 2003) y de que
la tecnologia atin se encuentra en fase experimental,
ya se han producido plantas transgénicas (Aragdo et
al., 2002; Bonfim et al., 2007; Aragdo y Faria, 2009;
Kwapata et al., 2012). Tanto la presencia de cultivares
mejorados como la presencia potencial de transgénicos
cerca de poblaciones silvestres de frijol en los centros
de origen, representa un riesgo ambiental (Hails, 2000;
Hails, 2002), porque se desconoce el efecto que pueda
tener la transferencia accidental de genes en la capaci-
dad de adaptacién de las formas silvestres.

El impacto de la alogamia sobre la industria de
semillas también es un factor importante de conside-
rar. Aunque en cultivos de autopolinizacion los niveles
de cruzamiento son muy bajos, y no deberian existir
problemas para la produccién de semilla genética-
mente pura (Ferreira et al., 2007), se deben conocer
los niveles de flujo de genes entre formas cultivadas
y las distancias minimas requeridas para cumplir con
los requisitos de pureza en la certificacién de semilla.
En Costa Rica, la Oficina Nacional de Semillas (ONS)
vela por el cumplimiento del “Reglamento técnico
para la produccién de semilla certificada de frijol”,
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donde se indica el aislamiento minimo exigido para
la produccién de las distintas categorias de semilla
(ONS, 2012); sin embargo, no existen estudios de
campo que validen las distancias ahi establecidas. Con
base en estos antecedentes, se desarrolld el presente
trabajo, cuyo objetivo fue determinar el porcentaje
de alogamia entre dos variedades de frijol comtn en
Alajuela y Fraijanes, localidades del Valle Central de
Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en Costa Rica,
entre junio del 2002 y enero del 2007 en la Estacién
Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno
(EEAFBM) ubicada en San José, Alajuela (10°01’N;
84°16°0; 840 msnm), y entre junio del 2002 y setiembre
del 2003 en la Finca Experimental Fraijanes (FEF),
ubicada en Fraijanes, Alajuela (10°05°N; 84°16°0;
1764 msnm); ambas pertenecientes a la Universidad
de Costa Rica. El ensayo se sembré en la EEAFBM
durante diez periodos, cinco en época lluviosa y cinco
en época seca; mientras que en la FEF, se sembrd
durante dos periodos, ambos en época lluviosa (Cuadro
1). El ensayo realizado de octubre a diciembre del

2002 en la EEAFBM, a pesar de ser sembrado en
época lluviosa, se consideré de época seca porque fue
la condicién imperante desde antes de la floracion y
durante el resto del ciclo de cultivo.

En la EEAFBM, localizada en la zona de vida
bosque hiimedo premontano con un clima subhtiimedo
caliente (Holdridge, 1982), la época lluviosa se extien-
de aproximadamente de mayo a mediados de diciembre
y la seca de mediados de diciembre a abril, donde los
meses de setiembre y octubre son los mds lluviosos
(>300 mm mensuales) y enero el mas seco (<10 mm
mensuales). La precipitaciéon promedio anual es de
1940 mm, que se reduce significativamente en afios con
influencia del fenomeno de “El Nifio”. Durante la épo-
ca lluviosa, la evaporacién promedio mensual presenta
valores inferiores a 150 mm, la radiacién solar inciden-
te valores inferiores a 17 MJ/dia y la humedad relativa
promedio es mayor al 85%; mientras que, en la época
seca la evaporacion promedio mensual llega hasta los
250 mm mensuales, la radiacién solar alcanza valores
superiores a 19 MJ/dia y la humedad relativa promedio
es menor al 70%. La temperatura promedio para la
EEAFBM es de 21,9°C, con minimas y médximas pro-
medio de 17,8 y 28,5°C, respectivamente. Los meses
mas frescos corresponden a diciembre y enero, y los
mas calientes a marzo y abril (Gutiérrez et al., 1997).

Cuadro 1. Periodos de siembra del ensayo para evaluar el cruzamiento natural en frijol comin en las localidades de Alajuela y

Fraijanes, Costa Rica, 2002-2007.

Ensayo Ao Periodo Localidad Variedad Condicion
donante de polen climatica
1 2002 Junio - agosto Alajuela Guaymi Lluviosa
2 2002 Junio - setiembre Fraijanes UCR 55 Lluviosa
3 2002 Octubre - diciembre Alajuela Guaymi Seca
4 2003 Enero - abril Alajuela Guaymi Seca
5 2003 Junio - agosto Alajuela Guaymi Lluviosa
6 2003 Junio - setiembre Fraijanes UCR 55 Lluviosa
7 2003 Agosto - noviembre Alajuela Guaymi Lluviosa
8 2004 Enero - abril Alajuela Guaymi Seca
9 2004 Mayo - julio Alajuela Guaymi Lluviosa
10 2005/2006 Diciembre - marzo Alajuela Guaymi Seca
11 2006 Junio - setiembre Alajuela Guaymi Lluviosa
12 2006/2007 Noviembre - enero Alajuela Guaymi Seca

ISSN: 2215-3608
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En la FEF, localizada en la zona de vida bosque
himedo montano bajo con un clima (Holdridge, 1982),
la época lluviosa se extiende de mayo a noviembre y
la seca de enero a marzo; abril y diciembre son consi-
derados meses de transicion. Los meses de setiembre y
octubre son los més lluviosos (~ 450 mm mensuales)
y de enero a marzo los mas secos (<100 mm mensua-
les). La precipitacion promedio anual es de 3150 mm.
Durante la época lluviosa, la radiacién solar presenta
valores menores a 12 MJ/dia y la humedad relativa pro-
medio es cercana a 90%; mientras que, en la época seca
la radiacion solar alcanza valores superiores a 16 MJ/
dia, la humedad relativa promedio ronda el 80% y la
evaporacion promedio mensual fluctia entre 135y 180
mm mensuales. La temperatura promedio para la FEF
es de 16,1°C, con minimas y maximas promedio de
12,9 y 21 ,4°C respectivamente. Los meses mas frescos
corresponden a diciembre y enero, y los mds calientes
a marzo y abril (Gutiérrez et al., 1999-2002).

Se utiliz6 el color del hipocotilo como marcador
morfoldgico para identificar las progenies originadas
del cruzamiento entre dos variedades de frijol contras-
tantes para este caracter. El cruzamiento se evalud en
forma unidireccional de una variedad de grano negro
con el caracter dominante para el color de hipocotilo
(morado) a una variedad de grano blanco con el ca-
rcter recesivo para el color de hipocotilo (verde). En
Alajuela se utiliz6 como donante de polen la variedad
comercial Guaymi y en Fraijanes la variedad UCR
55 (Cuadro 2), debido a su adaptacion diferencial a
suelos de origen volcdnico con baja disponibilidad de
fosforo como los de la FEF (Araya y Acosta, 2000). En
ambas localidades se utilizé la variedad PAN 68 como
variedad receptora de polen y se evalud el porcentaje
de alogamia en las semillas que ella produjo.

La parcela experimental consistié en tres bloques
de diez lomillos de 15 m de largo espaciados 0,8 m.
En el bloque central se ubicé el frijol negro (UCR 55
o Guaymi) y en los laterales el frijol blanco (PAN 68)

(Figura 1). Para la siembra de las parcelas del ensayo
se utiliz6 una sembradora manual que coloca 10-12
semillas por metro, para una densidad aproximada de
200 000 plantas/ha. El manejo del cultivo se llevd a
cabo de acuerdo a las normas de produccién comercial.
A la siembra se aplico fertilizante 10-30-10 (150kg/
ha) e insecticida granulado clorpirifés. Las arvenses se
controlaron con aplicaciones de paraquat y glifosato,
las plagas insectiles con deltametrina e imidacloprid, las
enfermedades fungosas con benomil y azoxistrobina, y
la fertilizacién al suelo se reforzd foliarmente con un
multimineral (9,1% N; 6,6% P; 5,0% K; 1250 ppm S,
332 ppm B; 17 ppm Co, 664 ppm Zn; 332 ppm Cu;
42 ppm Mo; 207 ppm Ca; 332 ppm Mn; 415 ppm
Fe; 207 ppm Mg). Las parcelas del ensayo siempre
se ubicaron en un lugar completamente aislado para
evitar contaminacién con polen proveniente de otras
siembras de frijol cercanas, y se realizaron en terrenos
provenientes de una rotacién con maiz o en descanso,
para evitar la aparicion de plantas voluntarias de frijol.

Durante la realizacién de los ensayos se llevo re-
gistro de las fechas de inicio y final de las principales
etapas fenoldgicas del cultivo. Durante la floracion se
evit6 la aplicacion de insecticidas y se observé cuali-
tativamente la actividad (visita a flores) y tipo de poli-
nizadores que visitaron la parcela. También se obtuvo
informacién de la direccién del viento predominante y
las condiciones climdticas imperantes durante la rea-
lizacion del ensayo (temperatura promedio, humedad
relativa y precipitacion) a través del Instituto Meteoro-
16gico Nacional de Costa Rica.

Solamente se cosecharon las plantas de las
primeras cinco hileras de cada bloque de la variedad
blanca (PAN 68) y el resto fungieron como borde.
Se numeraron las hileras de uno a cinco en el bloque
B (de acuerdo con la direccién predominante del
viento, este atravesd primero la fuente de polen —
variedad UCR 55 o Guaymi — y luego pasé por la
variedad blanca) y de seis a diez en el bloque A (de

Cuadro 2. Caracteristicas de las variedades de frijol empleadas para determinar el cruzamiento natural en las localidades de Alajuela

y Fraijanes, Costa Rica. 2002-2007.

Variedad Pedigri Habito Color de hipocotilo Grano Color de flor
Guaymi  [NAB 44 x (ROS 24 / G 13689)] morado negro opaco pequeno lila
UCR 55 [(XAN 176 /IN 63 1883-2) x (BAT 445/ SEL 5)] morado negro opaco pequeio lila
PAN 68 [BAT 338 x G 3645-6-1-CM (5-C)-M] verde blanco opaco pequefio blanca

ISSN: 2215-3608
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Direccién

predominante
del viento

Bloque A

Variedad de frijol PAN 68

(grano blanco)

-
D ~N®O g

1,2,3,4...n

Variedad de frijol YCR 55 o Guaymi
(grano negro)

Hileras de frijol blanco

Bloque B

R WN=

Variedad de frijoi PAN 68

(grano blanco)

Figura 1.

Esquema de siembra de las parcelas y numeracion de las plantas e hileras en

campo para la determinacion del porcentaje de alogamia entre dos variedades
de frijol. Estacién Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno y Finca Ex-
perimental Fraijanes. Alajuela, Costa Rica. 2002-2007.

acuerdo con la direccién predominante del viento, este
atravesé primero la variedad blanca y luego la fuente
de polen). Las hileras uno y seis correspondieron a
las mds cercanas al bloque de frijol negro. A su vez,
se numeraron todas las plantas de cada hilera de uno
hasta n (Figura 1) y se identificaron con una cinta
adhesiva blanca, donde se indic6 su posicién dentro de
la hilera y numero de esta. Con base en la numeracién
efectuada en campo, se procedi6 a determinar la
ubicacién aproximada dentro de la parcela del ensayo
de cada planta donde pudo ocurrir un evento de
cruzamiento y de la progenie resultante.

Las plantas numeradas se trasladaron a un drea
bajo techo para completar el secado. Una vez secas, se
desgranaron manual e individualmente, y el nimero

ISSN: 2215-3608

de semilla se obtuvo con el contador automdtico Multi
Auto Counter, Model DC1, No. 03031, Everwell Cor-
poration. Las semillas se almacenaron en sobres de
papel cerrados e identificados. Luego, se pusieron a
germinar en bandejas pldsticas a razén de una semilla
por celda, en una casa de mallas. Cada grupo de semi-
llas se identificé por medio de una paleta plastica con
el nimero de planta e hilera correspondientes. Como
sustrato, se utilizé suelo mezclado con granza (cascari-
1la) de arroz (proporcién de 3:1) durante el primer afo
y peat moss (Plug Mix Perlite V] PMP 4CF) para el
resto del estudio. El sustrato se traté con benomil (80
g de i.a./16 1) adicionado con bomba de espalda para
prevenir la incidencia de patégenos. Entre los siete y
nueve dias después de la siembra, cuando las pldntulas

AGRONOMIA MESOAMERICANA 25(1):23-33. 2014
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alcanzaron aproximadamente ocho centimetros de al-
tura, se evalu6 el color del hipocotilo y la venacion de
las hojas cotiledonares, para determinar si presentaban
cruzamiento o no.

Tanto en Alajuela como en Fraijanes, el cruza-
miento natural (alogamia) se determiné al obtener el
porcentaje de pldntulas que germinaron con hipocotilo
morado con respecto al total de plantulas germinadas
en la F, de la variedad PAN 68 con grano blanco e
hipocotilo verde, de la misma forma en que se estimé
en otras investigaciones sobre hibridacién natural en
frijol (Alan y Moh, 1966; Ortega, 1974; Ramirez et al.,
2000; Royer et al., 2002). Mediante una prueba de t se
procedi6 a determinar la influencia de la condicién cli-
matica sobre la tasa de cruzamiento natural en Alajue-
la. Para determinar el efecto de la direccion del viento
sobre la tasa de alogamia, los datos se analizaron como
bloques completos al azar, donde la época de siembra
se consideré como el factor de bloqueo. En Alajuela,
primero se analizé el efecto de la direccién del vien-
to para cada condicion climdtica (seca o lluviosa) y
luego en forma combinada. Ademads, se consolidaron
los datos para cada distancia (posicion de las hileras)
respecto a la fuente de polen para los diez ensayos en
Alajuela y los dos en Fraijanes, y se hizo un andlisis
de regresion con el fin de determinar la influencia de la
distancia de la fuente de polen sobre el porcentaje de
cruzamiento natural y la ecuacién de la curva de mejor
ajuste que la describe. Para el andlisis estadistico de
los datos se utilizaron los paquetes Microsoft Excel y
Statistica 6.0 StatSoft, Inc. 1984-2001.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las dos localidades donde se realizaron los
ensayos, Alajuela y Fraijanes, y en todas las épocas
de siembra (Cuadro 1), siempre se dio sincronia en
la floracién de las variedades de frijol negra y blanca.
Esta condicion garantizé que la receptividad de los es-
tigmas de las flores de la variedad de hipocotilo claro
(PAN 68) y la viabilidad del polen de las flores de la
variedad negra (UCR 55/Guaymi) ocurrieran al mismo
tiempo, lo que pudo permitir eventos de polinizacién
cruzada natural.

En Alajuela, la entomofauna que visitd las
parcelas experimentales durante el periodo de
floraciéon fue abundante y diversa, dentro de los
posibles polinizadores los de mayor cantidad y
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frecuencia fueron las abejas meliferas (Hymenoptera,
Apis mellifera L.), que se indican como uno de
los polinizadores mds importantes en frijol por su
adaptacion a la estructura floral de esta planta (Free,
1966). También fue posible observar con frecuencia
trigonas (7rigona spp) y en forma ocasional chiquizas
(abejorros) (Bombus spp), estos ultimos conocidos
por su eficiencia como agentes polinizadores (Corbet
et al., 1991; Ibarra et al., 1999; Ahrné et al., 2009).
En Fraijanes, el principal polinizador fue el chiquizi,
del que fue posible apreciar una mayor cantidad de
individuos y frecuencia de visita a flores en el ensayo
del 2002 que en el del 2003. En esta localidad también
se observaron abejas meliferas en ambos periodos,
pero en poca cantidad. Para ambas localidades la
mayor actividad de posibles polinizadores se dio
hacia horas del mediodia con el incremento de la
temperatura y decrecié cuando el dia se nubldé o
iniciaron las precipitaciones.

En Alajuela el cruzamiento natural varié desde
0,000 hasta 0,096%, mientras que en Fraijanes varid
de 0,004 hasta 0,033% (Cuadro 3). En los doce en-
sayos realizados en ambas localidades se cosecharon
597 592 semillas de testa blanca, de las que germind
un 76,92%. Se obtuvieron 459 640 plantulas de las
que 141 tuvieron hipocotilo morado e indicaron que
efectivamente se produjo eventos de polinizacién cru-
zada en campo. Con base en el nimero de individuos
hibridos en la F| de la variedad PAN 68, se calculd el
porcentaje de alogamia en las pldntulas germinadas
(Cuadro 3). Aunque el porcentaje de germinacion de
la semilla utilizada para evaluar el cruzamiento natural
se podria considerar bajo, este se acerca al minimo
requerido (80%) para una semilla de categoria Certifi-
cada (ONS, 2012). En todo caso, la tasa de alogamia
determinada en este trabajo fue muy baja (0,031%) por
lo que el efecto del bajo porcentaje de germinacion en
su estimacion serfa minimo.

En general, se estim6 una alogamia de 0,031% y
valores médximos de 0,096% en Alajuela y 0,033% en
Fraijanes (Cuadro 3). Estos resultados son bajos en
comparacién con investigaciones similares realizadas
en otros paises para determinar el flujo de genes entre
cultivares de frijol comtin, donde se indican valores de
cruzamiento natural desde 0,14% en Brasil (Ferreira
et al., 2007) hasta 7,45% en México (Miranda, 1971).
A pesar de que los valores de polinizacion cruzada
natural obtenidos en esta investigacién son muy bajos,
no distan mucho de los determinados anteriormente en
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Cuadro 3. Porcentaje de alogamia que se presenté al evaluar el cruzamiento natural en frijol comun en las localidades de Alajuela y
Fraijanes, Costa Rica. 2002-2007.

Aio Periodo Localidad Epoca Periodode  Plantas Semillas  Germinacién Plantulas F, Alogamia
floracion  cosechadas cosechadas (%) Evaluadas Hibridas (%)
2002 Jun - ago Alajuela Lluviosa 10/07 - 04/08 805 66981 73,86 49472 28 0,057
2002 Jun - set  Fraijanes Lluviosa 05/08 - 02/09 776 78026 66,53 51912 17 0,033
2002 Oct - dic  Alajuela Seca  20/11 - 04/12 1164 50182 62,97 31599 11 0,035
2003 Ene - abr  Alajuela Seca  05/03 -27/03 1125 89950 79,51 71515 31 0,043
2003 Jun - ago  Alajuela Lluviosa 18/07 - 05/08 967 52377 69,33 36315 1 0,003
2003 Jun - set  Fraijanes Lluviosa 22/07 - 12/08 618 36135 6522 23567 1 0,004
2003 Ago -nov  Alajuela Lluviosa 02/10 - 19/10 1205 50303 87,53 44031 6 0014
2004 Ene - abr  Alajuela Seca  25/02 -17/03 885 20164 90,29 18207 9 0,049
2004 May - jul  Alajuela Lluviosa 19/06 - 10/07 1275 37287 86,24 32156 31 0,096
2005/06 Dic - mar  Alajuela Seca  02/01 - 21/01 1711 33159 86,18 28576 5 0,018
2006 Jun - set  Alajuela Lluviosa 12/07 - 03/08 880 18918 61,90 11711 0 0,000
2006/07 Nov - ene  Alajuela Seca  05/12 - 22-12 2665 64110 94,49 60579 1 0,002
Total 14 076 597 592 76,92 459 640 141 0,031

Costa Rica, donde Alan y Moh (1966) obtuvieron una
alogamia maxima de 0,20% en Alajuela y Pinchinat
(1967) estimé 0,10% de cruzamiento natural, valor
similar al maximo determinado en Alajuela para este
trabajo.

La estimacion de la tasa de alogamia puede verse
afectada por la metodologia empleada, pero también
por factores relacionados con el genotipo y germoplas-
ma utilizado, asi como las condiciones agroecoldgicas
y climdticas especificas de los sitios donde se realizd
el trabajo (Miranda, 1971; Wells et al., 1988; Brunner
y Beaver, 1989; Triana et al., 1993; Ramirez et al.,
2000; Ferreira et al., 2007; Chaves et al., 2009). Por
ello, en esta investigacion se evalud la influencia de
las condiciones climdticas, la direccién predominante
del viento y la distancia de la fuente de polen sobre el
cruzamiento natural del frijol.

Con respecto a la metodologia empleada, en esta
investigacién se utilizé un esquema de siembra en
campo similar al empleado por Ferreira et al. (2007),
quienes colocaron una parcela de una variedad de
grano color negro (fuente de polen contaminante)
rodeada por hileras de una variedad de grano blanco,
y estimaron el porcentaje de alogamia por hilera y
respecto a la distancia de la fuente de polen externo,
excepto que ellos utilizaron el color de flor como mar-
cador morfoldgico para distinguir las plantas hibridas
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en la F . El sistema de siembra en campo empleado en
esta investigacion permitié simular de mejor manera lo
que sucederia en una condicién de siembra comercial,
donde se presentarian parcelas de distintas variedades
de forma contigua. En este trabajo se evalué un mayor
nimero de ensayos y semillas que en otras investiga-
ciones sobre alogamia en frijol comtn (Alan y Moh,
1966; Miranda, 1971; Ortega, 1974; Wells et al., 1988;
Brunner y Beaver, 1989; Triana et al., 1993; Ramirez
et al., 2000; Royer et al., 2002; Ferreira et al., 2007).
El célculo del porcentaje de cruzamiento natural fue
idéntico al utilizado por Alan y Moh (1966), Ortega
(1974), Ramirez et al. (2000) y Royer et al. (2002),
quienes se basaron en la cantidad de pldntulas con hi-
pocotilo morado respecto al nimero total de plantulas
germinadas.

En estudios de polinizacién cruzada natural en
frijol se ha utilizado como marcadores morfoldgicos
para determinar la tasa de alogamia el color de hipo-
cotilo (Alan y Moh, 1966; Ortega, 1974; Triana et al.,
1993; Ibarra et al., 1997; Ramirez et al., 2000; Royer
et al., 2002; Chaves et al., 2009), el color de la flor
(Miranda, 1971; Ibarra et al., 1997; Royer et al., 2002;
Ferreira et al., 2007), el color de la semilla (Stoetzer,
1984; Wells et al., 1988; Brunner y Beaver, 1989), el
color y forma de la hoja (Brunner y Beaver, 1989), y
el habito de crecimiento de la planta (Crispin, 1960;
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Tucker y Harding, 1975). En esta investigacidn se uti-
1iz6 el color del hipocotilo para estimar el porcentaje
de polinizacién cruzada debido a que es parte integral
del embrién producto de la polinizacién (autopolini-
zacién o polinizacién cruzada), mientras que el tegu-
mento de la semilla corresponde a un tejido maternal
(Weinstein, 1926). Ademas, el color de hipocotilo es
una caracteristica dominante, estable, independiente
del ambiente y que puede distinguirse facilmente en
los primeros estadios de desarrollo de la planta (Alan
y Moh, 1966). Al respecto, Basset (1996) e Ibarra et al.
(1996) indican que este color estd determinado por un
solo locus genético (P/p), asi el homocigoto recesivo
(pp) es verde (sin color) mientras que el dominante
(PP) y el heterocigoto (Pp) son morados. Por su parte,
Ramirez et al. (2000) indican que el uso de este mar-
cador permite manejar un nimero mayor de individuos
e incrementa la precision de la estimacion.

En cuanto a la condicién climadtica, no hubo dife-
rencias significativas en el porcentaje de cruzamiento
natural entre los ensayos que fueron sembrados du-
rante la estacién lluviosa (0,038%), con respecto a
aquellos sembrados durante la estacion seca (0,027%)
en Alajuela. Los resultados obtenidos fueron mas ba-
jos pero coinciden con lo indicado por Vieira (1960),
quien no encontré diferencias significativas en el
porcentaje de alogamia estimado para la época seca
(0,18%) con respecto a la época lluviosa (0,70%) en
Vigoza, Minas Gerais, Brasil. Al respecto, Royer et
al. (2002), en Maringd, Parand, Brasil, determinaron
promedios de hibridacién natural de 1,23; 1,34; 1,25
y 0,71% para los cultivares Jalo Precoce, Pérola,
Carioca y Michelite respectivamente en la época de
lluvias, y de 0,82; 0,75; 0,79 y 0,76% para Jalo Preco-
ce, Pérola, Carioca y Michelite, respectivamente en el
periodo seco. Sin embargo, no encontraron diferencias
significativas en la tasa de alogamia para las épocas
seca y lluviosa en ninguno de los cultivares sembrados
a cuatro distancias distintas, excepto para el cultivar
Pérola a un espaciamiento de 0,2 m. Por su parte,
Crispin (1960) en México, indica que el porcentaje de
polinizacién cruzada natural fue mayor en las siembras
donde no se necesitd riego que en las que se hicieron
con riego, y Ortega (1974) en Venezuela, determind
una alogamia de 0,22% en época seca y de 0,49% en
época de lluvias, pero estos autores no indican si las
diferencias encontradas fueron significativas o no.
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Otro de los factores estudiados en este trabajo fue
la influencia de la direccién predominante del viento
sobre la polinizacion cruzada natural en frijol comiin.
En ninguna de las dos localidades donde se realizé el
estudio se encontraron diferencias significativas en la
tasa de alogamia de aquellas hileras que se situaron en
el bloque B, a favor de la direccién predominante del
viento, con respecto a las ubicadas en el bloque A, en
contra de la direccién predominante del viento (Figura
1). En Fraijanes se tuvo una alogamia de 0,021% en el
bloque B y de 0,027% en el bloque A, mientras que en
Alajuela 0,030% en el bloque B y de 0,034% en el blo-
que A. En Alajuela tampoco se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de cruzamiento natural
entre un bloque y otro durante la época lluviosa o la
seca, a pesar de que en época seca (diciembre a marzo)
la direccion del viento es mas definida y las rafagas
son de mayor velocidad (Gutiérrez et al., 1997). Los
resultados obtenidos indican que el viento no ejerce
influencia alguna sobre la polinizacién cruzada en
frijol y lo tnico que podria favorecer es el arrastre de
los polinizadores.

El factor que fue determinante en la tasa de aloga-
mia en frijol comun es la distancia respecto a la fuente
de polen. La tasa de polinizacién cruzada natural de-
crecid seglin aumentd la distancia respecto a la fuente
de polen y se obtuvo una correlacion inversa de tipo
polinomial en las dos localidades donde se sembraron
los ensayos (Figura 2). Solo en Alajuela la correlacién
fue significativa (p<0,05; r’=0,9622), mientras que en
Fraijanes, solo se mantuvo la tendencia con una fuerte
asociacion entre las variables (r’=0,7624), talvez por
falta de un mayor niimero de ensayos que le dieran
mds consistencia a los datos. El resultado obtenido
en Alajuela, concuerda con Miranda (1971), Royer
et al. (2000) y Ferreira et al. (2007), quienes indican
que el cruzamiento natural en frijol decrece conforme
aumenta la distancia de la fuente de polen.

El porcentaje de polinizacién cruzada disminuyd
casi hasta cero a los 4 m de la fuente de polen en
Alajuela (Figura 2), resultado que concuerda con lo
encontrado por Ferreira et al. (2007), quienes determi-
naron que la alogamia en frijol es practicamente cero
(0,0045%) a una distancia de 3,25 m de la fuente de
polen. El resultado obtenido en la EEAFBM (Alajue-
la), donde se produce semilla categoria Fundacién de
frijol, coincide con la norma de aislamiento minimo
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polen en frijol comiin. Alajuela y Fraijanes, Costa
Rica. 2002-2007.

exigida por la Oficina Nacional de Semillas (ONS),
que estipula 3 m para campos de produccién de semi-
11a de frijol categoria Certificada, 5 m para la categoria
Registrada y 10 m para la categoria Fundacién (ONS,
2012). De acuerdo con los datos obtenidos en este es-
tudio para la variedad Guaymi, una de las variedades
negras de uso comercial en Costa Rica, si se quisiera
evitar por completo la contaminacién genética de los
campos de produccién de semilla Certificada a través
del fenémeno de polinizacién cruzada, se deberia res-
petar al menos 5 m de aislamiento, como se estipula
para las categorias Registrada y Fundacién. Sin em-
bargo, con 3 m de aislamiento se garantizarfa cumplir
con el 98% de pureza genética minima exigida por la
norma de la ONS para todas las categorias de semilla
de frijol (ONS, 2012).
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