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Estudio de la dinamica de metapoblaciones y el efecto de las extinciones
locales sobre la estructura genética de poblaciones silvestres de frijol
Lima (Phaseolus lunatus L.) en el Valle Central de Costa Rica

Barrantes Arias, Danie!'

‘Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica. Ciudad Universitaria “Rodrigo Facio®. San Pedro de
Montes de Oca, San José, Costa Rica. Afio 2003.

Resumen del proyecto

Introduccién general

E! género Phaseolus (Fabaceae) es uno de los mas antiguos géneros domesticados del
Continente Americano (Baudoin 1988, Smith 1995). Se reconocen dos centros de diversificacion
correspondientes a las regiones Mesoamericana y Andina, aproximadamente 7000 anos AP v
4700 arios AP, respectivamente (Kaplan et al. 1973, Ford-Lloyd y Jackson 1986, Pearsall 1992,
Baudoin 1888). Mac Neish (1964), Heiser (1965), Smith (1968) y Pickersgill (1977) aportaron
evidencias que hacen suponer la independencia de ambas regiones en la domesticacion de
diferentes especies o variedades originarias de América Latina (Baudoin 1988, Smith 1895). Se
reconoce sin embargo, la importancia que tuvo el Istmo Centrcamericano en el intercambio,
difusion y entrecruzamiento de las variedades originarias de ambas regiones (Baudoin 1988).

La caracteristica fundamental que ha hecho importante el cuitivo y domesticacion del
género Phaseolus, es el alto contenido de proteina de sus productos, semillas y el forraje,
(Ford-Lloyd y Jackson 1986). Ademas, posee caracteristicas agronémicas de interés, como el
bajo contenido de humedad de las semillas y la dureza de su testa, lo que permiten su
almacenamiento por largos periodos de tiempo.

El frijol Lima (Phaseolus lunatus) es una de las principales especies cultivadas del
género Phaseolus y es ampliamente variable en el ambito morfoldgico. Se cultiva tanto en
regiones de clima tropical como templado (Baudoin 1989). La variacion morfolégica en sus
semillas han permitido separar |la especie en fres variedades principales (“potato”, “sieva” y “big
Lima"), (Vargas 1997, Degreef 1998), y para las cuales se han sugerido distintos sitios de origen
(Baudoin 1988, Maquet et al. 1999).

En la actualidad, tanto las especies del género Phaseolus, como |la mayoria de los
cultivos agricolas experimentan una acelerada pérdida de variabilidad genética (Guarino ef al.
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1995). Los métodos tradicionales de mejoramiento, en busca del aumento en la productividad y
la seleccidn de ciertos caracteres como uniformidad, tamaio, calidad y presentacion, han
llevado a una acelerada erosion de ios recursos genéticos, principalmente aquellos presentes
en las razas locales. Es por ello que la proteccién y caracterizacién de las poblaciones
silvestres, razas locales o especies silvestres emparentadas con las especies cultivadas, ha
cobrado importancia en los dltimos 20 anos (Evans 1993, Potter ef af. 1993, Guarino et al. 1995,
Frankel et al. 1895, Vargas 1997, Primack 1898, Degreef 1998).

E! frijol Lima costarricense se encuentra en poblaciones silvestres. Estas se asocian a
regiones alteradas tales como: terrenos agricolas, pastizales y algunas estdn presentes en
zonas urbanas (Maquet et a/. 1996, Degreef ef al. 1997, Rocha ef al. 1997, Degreef 1998). En
Costa Rica la variedad presente pertenece al reservorio genético mesoamericano (Rocha et al.
1997). Las caracteristicas morfoldgicas de las semillas, recolectadas en poblaciones del Valle
Central, apuntan a la variedad “sieva” (Vargas 1997), cuyos posibles centros de origen son la
region México-Guatemalteca y la vertiente pacifica de la Sierra Madre Occidental (Baudoin
1988, Vargas 1997, Degreef 1998)

A partir de 1992 se han realizado diversos esfuerzos en el pais para censar, conservar
y caracterizar la variabilidad genética de esta especie. Especificamente se ha trabajado con las
pobiaciones del Valle Central (Maquet et al. 1996, Degreef ef al. 1997, Rocha ef al. 1997,
Degreef 1998). El crecimiento urbano de la region y el cambio en las préacticas agricolas, han
puesto en peligro de extincion a muchas de las poblaciones alli presentes (Maquet ef al. 1996,
Rocha et al. 1997). Se estima que bajo ciertas condiciones, estas poblaciones podrian
desaparecer en menos de 32 generaciones (Degreef et al. 1997).

La variabilidad genética (isoenzimas y faseolinas) y morfologica (dimensiones y peso de
ia semilla), de las poblaciones del frijol Lima, ha sido estudiada por Maquet et al. 1996, Rocha et
al. 1997, Vargas 1997, Vargas ef al. 2000. Asimismo se ha caracterizado la dinamica de
aigunas de las poblaciones presentes en el Valle Central (Degreef et al. 1997, Degreef 1398).
Los resultados presentados por estos autores demostraron que existe una mayor diversidad y
diferenciacion genética entre las poblaciones estudiadas que dentro de las mismas (Maquet et
al. 1996, Rocha et al. 1897, Vargas 1997, Vargas et al. 2000), y han seflalado que la alta tasa
de endogamia vy los cuellos de botelia caracteristicos de la dindmica de esta especie, podrian
explicar ia poca variacion intrapoblacional (Vargas 1997, Rocha et al. 1997, Vargas et a/. 2000).
Ademas, las altas presiones a ias que se encuentran sometidas las poblaciones de P.unatus
del Valle Central debido a la fragmentacion, extincion y recolonizacion, contribuyen a que ocurra
pérdida en la variabilidad genética de la especie (Vargas 1997, Rocha et al. 1997, Vargas et al.
2000).
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Los estudios realizados en dinamica reproductiva y dispersion de semillas demostraron
que una cualidad importante en las poblaciones de P.lunatus es su habilidad para mantener
reservas de sus semillas en el suelo. Estos bancos de semillas permanecen viables uno o mas
anos después de su diseminacion (Degreef et al. 1997, Degreef 1998). Las semillas dependen
ge una estacion seca (poca humedad y altas temperaturas) para inducir su dormancia. Mientras
que la germinacion se da durante el mes de mayo, con el inicio de la estacién lluviosa (Degreef
et al. 1897, Degreef 1988).

La supervivencia entre las poblaciones se ve afectada por procesos estocasticos y
antropogénicos. En un monitoreo de tres afios (1892-1995) se determind la presencia de 450
poblaciones en el Valle Central de Costa Rica (Rocha et al. 1997). Luego del primer afio
unicamente 244 poblaciones permanecieron activas al final de dicho periodo (65 poblaciones
fueran eliminadas debido a que no cumplian con el requisito de 500 m de lejania entre si). El
resto (141 poblaciones) desaparecieron debido a cambios en las practicas agricolas y a la
urbanizacion (Rocha ef al. 1997). Un censo posterior realizado entre 1984-1995, determiné una
pérdida de 82 de las 244 poblaciones activas en el censo anterior, y una permanencia de
solamente 162 poblaciones. La pérdida de |las poblaciones silvestres de P./unatus se debid a la
expansion urbana (49,8%) y el manejo intensivo de los cultivos agricolas (39,5%). Sin embargo
se detectd la recolonizacion de 33 nuevas poblaciones (Rocha et al. 1997).

Este fenémeno de extincion y recolonizacion de algunas poblaciones puede ser
explicado segun Slatkin (1977} por dos factores distintos. En primer, lugar debido a la
deposicion previa de propagulos (en este caso bancos de semillas) por parte de la poblacién
anteriormente existente. En segundo iugar, debido al intercambio y dispersidn de propagulos
{semillas) entre las poblaciones. Esto lleva a considerar la existencia de metapoblaciones, |las
=uales son conglomerados de pequenas poblaciones con intercambio de individuos entre si
‘Rocha ef al. 1997, Degreef 1998).

En una situacion de metapoblaciones, la alteracidn del habitat incrementa el riesgo de
axtinciones locales y reduce la probabilidad de recolonizacion de la especie, como sucede con
as poblaciones de P.lunatus. Esto se aplica también cuando el banco de semillas en el suelo es
pegueio o el arribo de semillas es escaso (Rocha ef al. 1997). El frijol Lima depsnde de este
reservorio de semillas para mantener sus poblaciones (Degreef et al. 1997, Degreef 1998), y
ige como un reservorio de la variabilidad genética original de la poblacién. Debido a que la
recolonizacion de una pobilacidn no implica su posterior reproduccién durante los préximos
aros. se aumenta el efecto de cuello de botella al perderse parte de la posible variabilidad
sxcstente en el banco de semillas con cada periodo de extincidn.

Varios autores han planteado que la direccion y magnitud de un efecto de extincion y
recosonizacion dependen de la funcién que la deriva génica, el efecto fundador y el flujo génico
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0 migracién, puedan desempefiar sobre |la dinamica de las poblaciones (Rocha et al. 1997). Sin
embargo, y como plantean Gliddon y Goudet (1994), el entendimiento de los procesos de
extincidon y recolonizacion en una metapoblacidn, puede generar predicciones utiles para
resolver problemas particulares de conservacion (Rocha et al. 1997). En el caso de P.lunatus
aun no ha sido determinado el efecto que tienen estos periodos de “fluctuacion’, en la
diversidad genética de las poblaciones silvestres en el Valle Central de Costa Rica. Este estudio
1uvo como principal objetivo determinar el efecto que los periodos de extincién y recolonizacion
uenen sobre la diversidad genética de las poblaciones de F./unatus. Al final de este trabajo se
sspera haber contribuido con nuevas herramientas que permitan mejorar el manejo vy
conservacion in situ de las poblaciones silvestres de frijol Lima en el Valle Central.

Metodologia

Especie estudiada. El frijol Lima silvestre tiene un habito trepador y se le considera una
especie perenne de vida corta. Tipicamente presenta crecimiento indeterminado durante la
estacion lluviosa. Pero en la estacidn seca, su tallo lignificado le permite eliminar sus hojas y
entrar en latencia en respuesta al desbalance hidrico. Es en este periodo cuando se da la
dispersion de las semillas mediante la apertura explosiva de las vainas (Degreef et al. 1997
Degreef 1998, Bi Irié 1999).

Las poblaciones de P.Junatus pueden mantener reservas de sus semillas en el suelo
{Degreef et al. 1997, Degreef 1998). Estos bancos de semillas se han encontrado hasta tres
anos después de su diseminacion (Degreef ef al. 1997). Las semillas requieren de una estacion
de poca humedad y altas temperaturas para inducir su dormancia. La germinaciéon de éstas la
promueve la entrada de humedad a la semilla durante los primeros meses de la estacion
Wviosa (Degreef ef al. 1997, Degreef 1998).

Sus flores son muy similares a las del frijol comdn (P.vulgaris). La planta requiere la
wsita de algun polinizador para transferir con éxito el polen desde las anteras al estigma de la
flor. La especie es autocompatible y la autofecundacion es muy comun. Sin embargo la tasa de
exncruzamiento es importante y puede variar significativamente dentro y entre poblaciones
(Ma3uet ef al. 1999, Bi Irié 1999).

Area de estudio. El estudio fue realizado con poblaciones presentes en el Valle Central de
Costa Rica Este alberga las cuatro principales cabeceras de provincia y la mayoria de la
ooblacion urbana del pais y tradicionalmente a sido una regidn agricola cafetalera. Sin embargo
en los Ultimos cincuenta afios la region central del pais ha experimentado un acelerado
crecimiento demografico el cual ha traido como consecuencia, cambios radicales en el uso de la



tierra y el abandono en las practicas agricolas tradicionales (INEC 2001, Direccién General de
Estadistica y Censos 1953, 1974, 1975, 1987).

Una numerosa cantidad de poblaciones silvestres de frijol Lima se encuentran dispersas
en el Valle Central. Estas poblaciones se distribuyen entre los 09°47' y 10°09’ de Latitud Norte y
83°50" y 84°30" de Longitud Qeste y entre los 500 a 1800 m.s.n.m. (Maquet ef al. 1996, Rocha
et al. 1997, Degreef 1998). Comunmente se les encuentra en sitios alterados, en las orillas de
los caminos, en terrenos baldios y en sistemas agroforestales tradicionales como los cafetales
de sombra. Los cambios en el uso de |a tierra en el Valle Central han puesto en riesgo de
extincion a la mayoria de pablaciones de P.Junatus alli presentes.

Estudio de las poblaciones. Con el objetive de dar seguimiento a las poblaciones de frijol
Lima del Valle Central se establecieron seis transectos de muestreo utilizando los caminos
vecinales que recorren la region central del pais. Inicialmente se contabilizaron 106 poblaciones
activas durante un censo realizado en 1994, estas fueron definidas como agrupaciones de
ndividuos separados por no mas de 500 metros. A partir de esta fecha y hasta diciembre del
2000 se realizaron conteos mensuales de los individuos en cada una de las 106 poblaciones
activas, y se registraron cuantos de estos se encontraban en los siguientes estadios
fenoldgicos: vegetativo, produciendo botones florales, flores maduras, vainas verdes, frutos
maduros o dispersando semillas mediante |la apertura de las vainas. La informacién obtenida
para cada poblacién se ordené en forma de ciclos anuales (periodos de 12 meses) de acuerdo
con la actividad fenolégica de la poblacion. En general se observé que la brotadura del follaje y
la germinacién de nuevas plantas inicia con |a entrada de |a estacidn lluviosa durante el mes de
mayo mientras que ia dispersion de las semillas y pérdida del follaje de las plantas aduitas
ocurre durante la estacién seca (de diciembre a abril).

Dindmica de extinciones y colonizaciones. La dindmica de |la metapoblacién se estudié
utilizando modelos de matrices de Lefkovitch para describir la variacién en el nimero de
poblaciones presentes y el maximo estadio fenoldgico alcanzado en cada afio, por cada una de
ellas. Para tal efecto se calcularon, para cada ciclo anual completo, las probabilidades de que
jos individuos dentro de cada poblacion alcancen un maximo estadio fenoldgico, dependiendo
del maximo estadio fenologico alcanzado por la poblacion durante el aflo anterior. Se
consideraron los cinco periodes comprendidos entre mayo de 1985 y abril del 2000, y se
incluyeron todas las 106 poblaciones encontradas en el censo inicial. Los estadios fenoldgicos
registrados en cada poblacion, se simplificaron y sélo fueron considerados los correspondientes
a: permanencia en estadio vegetativo, produccién de flores, produccidn y maduracion de vainas
y dispersion de semillas. Ademas la extincién local de las poblaciones se consideré como un



estadio adicional. Se utilizd el programa Unified life models (ULM) desarrollado por Legendre y
Clobert, (1995) para abtener |los parametros de crecimiento poblacional. Las principales causas
de perturbacién y extincién local en las pablaciones también fueron registradas y cuantificadas.

Anélisis genético y poblaciones estudiadas. Con el objetivo de determinar el efecto que
ejercen los ciclos de extincion y recolonizacién sobre la diversidad genética de las poblaciones,
se realizé un andlisis de esta mediante la técnica de microsatélites. Se utilizaron poblaciones en
tres tratamientos demograficos, léase: poblaciones recolonizadas, poblaciones testigos y
poblaciones manipuladas. En cada uno de estos grupos de poblaciones, se realizé una
comparacion de la variacién genética presente en los individuos recolectados para diferentes
espacios de tiempo. En cada grupo de poblaciones se tomaron muestras al azar de al menos 25
individuos x poblacién x fecha de recolecta. En total, aproximadamente 50 individuos por cada
poblacion.

Para el primer grupo (poblaciones recolonizadas) se seleccionaron cuatro poblaciones
gue sufrieron al menos un periodo de extincidn local y recolonizacién, y de las cuales se
recolectaron semillas en los afios anteriores a su extincion. La disponibilidad de semillas
creviamente recolectadas, determind la seleccidon de dichas poblaciones. El material
recolectado se compard con muestras de los individuos presentes después de la recolonizacion
de los sitios (recolectados durante et 2000-2001). Para el grupo de poblaciones testigos se
wtilizé material proveniente de las poblaciones que permanecieron activas desde noviembre de
1¥84, y para las cuales se tiene informacién de eventos reproductivos exitosos en cada afio. En
cada caso se usaron los embriones de las semillas recolectadas durante 1895 y en el afic 2001.
Ei tercer grupo de poblaciones (poblaciones manipuladas) consistid en inducir un periodo de
maxima mortalidad en cinco poblaciones con condiciones reproductivas similares a los testigos.
Los individuos de estas poblaciones fueron recolectados y cortados en su totalidad durante el
tmo ciclo anual, antes de alcanzar los estadios de maduracidn de frutos y dispersion de
semillas. Para cada poblacidn se selecciend una muestra aleatoria de fos individuos presentes
arees de la perturbacion y se comparod con lo recuperado al afio siguiente por la germinacién del
taco de semillas del suelo.

Con el material recolectado se identificd la variacion genética presente en las
geoiaciones a nivel molecular. El ADN para las reacciones de PCR se obtuvo a partir de
Tatenal vegetativo (hojas, tallos o embriones de semillas hidratadas). E! ADN fue extraido
amiicrando el protocolo de Lodhi ef al. (1994), con algunas modificaciones basadas en el
moocoke del CIAT para la extraccion del ADN del frijol comun (Gonzalez ef al. 1995). Para las
mmcoores de PCR se usaron imprimadores disefiados para el frijol comdn (Phaseolus vulgaris)
gor Yu er a/ (2000). Los PCR se llevaron a cabo en un termociclador de calentamiento por aire
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‘Rapid Cycler” (Idaho Tecnology). Los productos de las amplificaciones se separaron en un gel
de secuenciacion de acrilamida-urea al 5% de 39cm, con un campo eléctrico de S5watt (8000
Volt) y a una temperatura de 55°C. Las bandas fueron visualizadas usando el protocolo de
1ncién de plata para acrilamida (PROMEGA).

Los datos recolectados se analizaron en el programa PopGen32 version 1.31
desarrollado por Francis Yeh, Rong-cai Yang y Timothy Boyle (1999). Como medidas de la
variacion genética se calcularon la heterocigosis promedio y el numero efectivo de alelos en
cada muestra de individuos. El indice de diferenciacién entre las poblaciones (Fst) dado por Nei
(1578) se utilizé como parametro para determinar el cambio a través del tiempo en la estructura
genética de las distintas poblaciones. La capacidad de cada grupo de poblaciones para
recuperar y mantener la variacion genética que existe a lo largo del tiempc se estimé mediante
al numero efectivo de migrantes (N.m), el cual es una medida basada en el calculo de la Fsr. Se
realizé una prueba de contingencias (x°) basada en el modelo de apareamiento para muitiloci
mixtos (“multilocus mixed mating model”), con el objeto de determinar el grado de significancia
er la variacion de las frecuencias alélicas para cada una de las comparaciones realizadas
1James ef al. 1998). £n este caso se adaptd la formula en la cual D=NGgr(a-1), se sustituyo Gsr
oor |os valores obtenide de Fgt. El nimero “N” de gametos (polen + ovulos) correspondioé al total
2e alelos presentes en la poblacién comparada a través del tiempo, y ‘a” el numero de alelos

tintos presentes en ambas muestras. Los grados de libertad estuvieron dados por gl = (a-1).

Resultados

Dinamica de extinciones y colonizaciones. Los resultados de los censos realizados desde
1984 indicaron una disminucion de las poblaciones activas en los ultimos cinco anos (de 106 en
1254 a 77 en el 2000). Algunas de las poblaciones cuyos individuos alcanzaron a producir
fores, no llegaron a completar la maduracién de los frutos por causa de perturbaciones que
=Z'ectaron la permanencia de los adultos reproductivos en la poblacién. Unicamente el 66,5% de
estas, lograron en promedio, alcanzar el ultimo estadio fenoldgico a lo largo de los 6 ciclos
aruales muestreados. Pero solamente el 26,4% de las poblaciones lo hicieron en forma
consecutiva, En casi todos los ciclos anuales se dio la recolonizacion de sitios donde las
oobiaciones originales se habian considerade como extintas, en afios anteriores. Durante el
periodo de los censos, el 55% de las poblaciones fueron cortadas total o parcialmente,
convirtiéndose este tipo de perturbacién en la que mayor impacto causo en las poblaciones de
frol Lima. El uso de herbicidas fue el segundo tipo de perturbacion en importancia con un 21%
ge los casos. El reemplazo de los individuos eliminados fue comunmente observado en
oeriodos menores a los 12 meses. Las poblaciones que en los 6 afios de muestreo mantuvieron
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tamarfios promedio menores a 20 individuos presentaron una mayor probabilidad de sufrir
extinciones permanentes (p=0,93). Mientras que. al aumentar el tamarno promedio de las
poblaciones se observd una disminucion en el riesgo de extincion de esta (p=0,36 entre 20 y 30
individuos y p<0,075 con tamafios promedio mayores a los 50 individuos). Las poblaciones de
tamafos promedio superiores a los 10 individuos, mostraron también, una mayor tasa de
recolonizacion de los sitios que sufrieron extinciones locales previas.

Varios posibles escenarios fueron modelados utilizando como base la informacion
recolectada durantes los anos de muestreo. Para ello se vario el vector inicial, es decir el
numero de poblaciones iniciales para cada estadio fenolégico. Como primeros escenarios, se
consideraron como vectores iniciales las condiciones demograficas registradas durante 1995,
las registradas durante el afio 2000 y el promedio de los cinco afios de censos. Los resultados
del modelo indicaron un aumento en el nimero de las poblaciones que permanecerian
vegetativas o que solamente producirian flores. Aquellas que completan la dispersion de
semillas disminuyeron de forma acelerada. Consecuentemente, el numero de las poblaciones
extintas aumentd hasta alcanzar su maximo en la generacion 15. Para dichos escenarios, ia
metapoblacion llegd a un equilibrio en el cual mantuvo un numero constante de poblaciones en
cada categoria luego de cierto nimero dé afios (aproximadamente 35 poblaciones por estadio).
Posteriormente se planted un escenario cuyo vector inicial fueron las 106 poblaciones censadas
en estadio vegetativo. Bajo estas condiciones, se presentd una disminucion drastica en el
numero de poblaciones activas. La metapoblacion alcanzé rapidamente un equilibrio, donde el
numero de poblaciones en cada categoria fue aproximadamente de 10 a 15 poblaciones en
cada estadio. Finalmente, se construyeron distintos escenarios en los cuales se mantuvo el
mesmo numero de poblaciones en cuatro de los cinco estadios fenologicos. Para cualquiera de
as categorias fenologicas, la ausencia de poblaciones trajo como consecuencia, la reduccion
en el tamafio final de la metapoblacidon. Sin embargo Ia ausencia inicial de poblaciones en el
estadio de dispersion de las semillas provocod una drastica disminucion en el ndmero final de
ooblaciones en la metapoblacion. La llegada a este estadio, parece ser de gran importancia
f=re garantizar la estabilidad y permanencia de la metapoblacion.

Variacién genética en las poblaciones silvestres. Unicamente 16 poblaciones (41,03% de
squellas que sufrieron extincidn local) recolonizaron |os sitios en afios posteriores. Con respecto
a =s poblaciones que permanecieron activas durante todo el periodo de muestreos, solo 28 (el
£1.79%) completaron su ciclo reproductivo durante todos los anos. El indice de diferenciaciéon
d@e Nei (Fs7) para las muestras de poblaciones recolectadas durante el periodo 1994-1995 fue
smmyor (Fs1=0,3419) al observado para las mismas poblaciones recolectadas entre el 2000-2001
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(Fs1=0,4202). Este analisis, sefiald un aumento de la diferenciacidn genética entre las
poblaciones de frijol Lima, para los dos periodos analizados.

Las poblaciones que presentaron eventos de extincidn y recolonizacién (poblaciones
recolonizadas) no conservaron algunos de los aislos presentes en las muestras originales. En
algunos casos se dio un cambio total en las variantes observadas pero mas frecuentemente se
dio una disminucion de los alelos menos abundantes. El numero efectivo de alelos disminuy® en
tres de las cuatro poblaciones analizadas. Se observd una deficiencia de heterocigotos en la
mayoria de |as muéstras tomadas y como consecuencia se presentaron valores pesitivos en los
indices de fijacion. La heterocigosis observada no presentd un patron claro de variacion en |as
poblaciones recolonizadas, mientras que la heterocigosis calcuiada a partir de 1as frecuencias
alélicas, con base en el modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg, tendié a aumentar a lo largo
del tiempo. Se observé una disminucidn en la endogamia (indices de fijacidn) en las
poblaciones que colonizaron los sitios posterior su recolonizacién, en comparacion con las
niuestras tomadas antes del periodo de extincién local. Mientras que |a diferenciacion genética
Jentro de las poblaciones y a través del tiempo, alcanzd valores mas altos que el resto de
wratamientos (Fst promedio >0,27). Se observd ademas una disminucion en la capacidad de las
poblaciones para conservar estable la diversidad presente dentro de las mismas (N,m promedio
= 2.0 +2,6). El poco éxito en los eventos reproductivos de estas poblaciones puede explicar los
«zlores observados para los Indices de Fsr y Nem.

En el grupo de poblaciones testigo los resultados mostraron variaciones aleatorias en
as frecuencias alélicas (posible consecuencia de la deriva genética), sin embargo se
=antuvieron en la mayoria de los casos los mismos aleios en las poblaciones a lo largo del
zempo. El nimero efectivo de alelos permanecio constante en dos de las poblaciones testigo.
Este disminuyd en la poblacién E25 mientras que tendié a aumentar en la poblacidn J11, acorde
con [os cambios registrados en el nimero de alelos de estas poblaciones. Los indices de
Sacidén mostraron una deficiencia en el nimero de heterocigotos presentes en la mayoria de las
muestras tomadas. Tanto |a heterocigosis observada como la heterocigosis calculada siguiendo
e modelio de equilibrio de Hardy-Weinberg disminuyeron en las poblaciones a lo largo del
sempo. La endogamia en las poblaciones testigo aumenté al comparar las muestras
=~espondientes al inicio del periode de muestreos con las recolectadas al final del periodo de
esudio. Los indices de diferenciacidn genética en este grupo de poblaciones fueron menores a
cs observados en las poblaciones recolonizadas (Fgr promedio <<0,075) sugiriendo una baja
asa de cambio en la diversidad genética interna (nimero de alelos y heterocigosis). El flujo de
yeres en las poblaciones testigo superé los valores obtenidos para las poblaciones
mcolonizadas (N.m promedio =4,3 +2.9). Las poblaciones testigo mantuvieron tamafios
=Factivos de migrantes dos y hasta nueve veces mayores a los presentados por poblaciones
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que atravesaron por perturbaciones constantes (poblaciones recolonizadas). Sin embargo el
analisis de contingencias indico diferencias significativas en las frecuencias de los alelos
presentes durante el periodo estudiado.

Las poblaciones manipuladas presentaron cambios en la frecuencia de los alelos
presentes antes y después de la manipulacién, pero éstos no siguieron ningun patrén en
particular. Algunas variantes poco abundantes en |la recolecta inicial no se reportaron en las
muestras posteriores. Varias poblaciones mantuvieron los mismos alelos mientras que en una
de ellas se dio tanto la pérdida como la aparicidn de nuevas variantes. El nimero efectivo de
aleios no presentd cambios significativos al comparar las muestras recolectadas antes y
después de la perturbacion. Los indices de fijacién en la mayoria de las muestras colectadas
fueron mayores a cero, éstos tendieron a aumentar en tres de las cinco poblaciones en las
muestras posteriores a la manipulacion. Se observé una reduccion en el numero de
heterocigotos (heterocigosis observada y heterocigosis esperada) en las muestras colectadas
posterior a la recuperacién de las poblaciones. El banco de semillas en estas poblaciones
recuperd la mayoria de los alelos presentes en las poblaciones anteriores a la perturbacion. La
aferenciacion genética en ambas muestras tomadas fue menor a la presentada por el resto de
los grupos de poblaciones analizados (Fsy promedioc <<0,02). El flujo de genes (numero efectiva
de migrantes) en estas poblaciones fue mayor al presentado por el resto de los grupos de
poblaciones, pero el mismo se mostrd muy variable (N.m promedio = 18,0 +12,1). Como
consecuencia no se dieron cambios estadisticamente significativos en la estructura genética de
{as poblaciones manipuladas. La prueba de contingencias realizada confirmé la eficiencia del
banco de semillas como reservorio de la variabilidad genética interna de la poblacion.

Discusion

Dinamica de extinciones y colonizaciones. Los datos obtenidos han permitido identificar los
principales factores que afectan la viabilidad y demografia de la especie en la regién central del
oe’'s. El manejo que se le da a la tierra, principaimente la limpieza manual de las malezas y el
=c de herbicidas son los principales factores que han puesto en peligro de extincion las
peoiaciones de frijol Lima. Se encontrd una relacién inversa entre el tamaro promedio de las
oeoiaciones y la frecuencia con que estas se vieron afectadas por las extinciones locales.
Estdios han demostrado que el tiempo de permanencia de las poblaciones en un sistema de
eetapoblaciones, incrementa cuando se consideran aquellas de mayor tamano (Hanski ef af.
1356 Segun esto, las poblaciones pequenas o sometidas a continuas perturbaciones que
#Fectan su reproduccion o estabilidad, poseen mayores tasas de extincién (Hanski ef al. 1996).
Lz 2sa de migracion entre las poblaciones (en este caso la dispersion de semillas) constituye
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:ambién un factor importante al considerar la capacidad de recuperacion de aquellas
ocblaciones extintas y la colonizacion de nuevos sitios (Hanski 1991, Hansson 1991, Cain et al.
2000). Anteriores estudios sugieren la frecuencia de procesos de fusidn y fision en las
coblaciones de P.lunatus del Valle Central (Rocha ef a/. 1997). Gracias a su asociacidn a sitios
aterados y sistemas agricolas tradicionales (en un momento parte dominante de paisaje del
Vaile Central) las poblaciones de frijol Lima posiblemente fueron mas numerosas y de mayor
tamafio con respecto al presente. El riesgo de extincion en las poblaciones estudiadas de frijol
Lima, no puede predecirse unicamente por el tamafno que mantienen estas. Si bien las
poblaciones con menor nimero de individuos tuvieron mayor probabilidad de extincion, se debe
womar en cuenta que el efecto del tamafio de la poblacién no puede ser separado de la
frecuencia con que su habitat es alterado (Rocha et al. 1997 y 2002).

Recientes consideraciones reconocen la heterogeneidad de la matriz en la cual se
ssiablece la metapoblacion. La persistencia de una metapoblacion dependera no sélo del
2esarrollo local de las poblaciones individuales, si no también del panorama completo de
amantos nuevos parches habitables son colonizados en cada periodo reproductivo, comparado
con el numero de poblaciones que llegan a extinguirse (Harding y McNamara 2002).
Variaciones en las tasas de extincidon o inestabilidad en la dindmica a nivel local de las
ooblaciones, pueden ser consecuentes con la estabilidad, persistencia o coexistencia de la
—etapoblacion (Hanski 1991, Hastings 1991 Haski et al. 1996). Al utilizar un modelo de
—atrices para proyectar el comportamiento de la metapoblacion se esta considerando el paso
2e una transicién a otra como un evento que depende de una probabilidad dada por las
condiciones a la que esta se encuentra sometida. La consideracion de |os distintos escenarios
=ara |las poblaciones de frijol Lima del Valle Central, permiten predecir los que sucederia en la
—etapoblacion si se mantienen las mismas condiciones dadas por el promedio de estos cinco
aos de censos. El comportamiento observado refleja una compleja dinamica poblacional y
“esalta la importancia de las poblaciones que logran completar su ciclo reproductivo, en
—&~tener la estabilidad demogréfica de la especie.

La colonizacion de nuevos sitios y el aumento en el numero de poblaciones a partir de
== 106 iniciales resulté ser inesperado, considerando el historial registrado durante el periodo
2 censos. La consideracion de la existencia de bancos de semillas en sitios anteriormente
acupados por poblaciones extintas, la capacidad de dispersion de estas a largas distancias por
agentes dispersores, 0 ambos, debe ser considerada con mayor cuidado en futuras estrategias
2@ conservacion. Hasta el momento la principal fuente de reclutamiento de individuos en
seriodos desfavorables se da mediante la previa deposicion de un banco de semillas remanente
2r el suelo, el cudl puede permanecer dormante por hasta 3 afios (Degreef 1998). No obstante
©s catos recolectados por el autor indican que el 70% a 84% de las semillas germinan en el



- ~er ano luego de ser dispersadas y que al tercer afio habran germinado el 99% de las
se~'las depositadas (Degreef ef al. 1997, Degreef 1998). Las consideraciones realizadas sobre
= oanco de semillas indican que este estabiliza la dinamica pobiacional y ayuda a mantener un
a2cLi0rio cuando se dan oscilaciones en el tamafio de la poblacion. Los resultados obtenidos
oor Degreef ef al. (1997) indicaron que 'as poblaciones silvestres de P.lunatus en el Valle
Central, se caracterizan por una alta fecundidad y a su vez por una alta mortalidad. Su
estrategia constituye la de una especie oportunista con una gran capacidad de colonizacion de
stios poco favorables (Degreef ef al. 1997). La especie posee un alto componente de migracion
22 los individuos a través del tiempo; mas que la colonizacidn a largas distancias, considerando
& conocimiento acumulado con respecto a la dispersién de las semillas. Esta es capaz de
orolongar su permanencia en un sitio gracias a la deposiciéon de un banco de semillas, el que
senite la recolonizacion del mismo, luego de atravesar periodos de alta mortalidad de
™2 viduos.

variacién genética en las poblaciones silvestres. Este estudio describe cambios en la
saracion genética que acontecen en las poblaciones silvestres de Phaseolus lunatus en el Valle
Central de Costa Rica. El objetivo fue evaluar el impacto que sobre ésta ejerce |a incidencia de
certurbaciones que afectan la reproduccion y dinamica poblacional. La informacion demogréfica
=e |a especie reveld una estructura de metapoblaciones (Rocha et al. 1997, Degreef ef al. 1997,
—egreef 1998, Rocha et al. 2002). Los resultados presentados en este estudio indicaron
=mbién, una compleja dindmica respecto a la diversidad genética interna de las poblaciones.
=sta incluye la pérdida y ganancia de alelos, lo cual no descarta la posibilidad de intercambio
Jenético entre las poblaciones, ya sea por migracion de polen o semillas. Los valores de
>*zrenciacion genética (Fsy) obtenidos para determinar el cambio en la estructura genética de
=s poblaciones que conforman la metapoblacion, coincidieron con los reportados en la literatura
z2-a poblaciones de hierbas perennes con sistemas de cruzamiente autégamo o mixto y para

ssoecies de plantas anuales, predominantemente autdgamas (Hamrick y Godt 1989, Heywood
c 51
La llegada de semillas desde las poblaciones vecinas aumenta ei flujo genético entre
= 23 y puede amortiguar el efecto de las perturbaciones gue reducen {a reproduccién dentro de
2s —:smas (Ebenhard 1991, Cain ef al. 2000). El grado de significancia de este flujo de genes
socce las poblaciones recientemente colonizadas, dependerd en gran parte, de las tasas
w=ativas con que dichos genes se muevan hacia los habitat vacios (colonizacién) o entre las
scoxaciones ya establecidas (migracién), (Thrall et al. 1897).
El andlisis de los indicadores utilizados para cuantificar la variacion genética en las

=xmxaciones sugiere que tanto la cantidad de las perturbaciones, pero también el tiempo
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transcurrido sobre la poblacién, influyen en la dinamica de las frecuencias alélicas y en el
mumero de los alelos presentes. La incidencia de cuellos de botella incrementd en magnitud el
cambio que presentaron las poblaciones silvestres de P.lunatus en el Valle Central. El trabajo
regiizado con las poblaciones testigo indicd que el banco de semillas dejado afios atras
mantuvo la capacidad de mantener, restaurar o ambas, la estructura genética original. Sin
abargo las poblaciones manipuladas sefialaron que esa capacidad de restauracién del banco
oe semillas puede ser variable entre las poblaciones y que no se puede descartar el cambio en
al numero y frecuencia de los alelos presentes a lo largo del tiempo. Este reservorio de genes
Jarco de semillas) es posiblemente guién con mayor peso garantiza la permanencia de las
poctaciones de frijol Lima del Valle Central.

Los cuellos de botella por los que atraviesan las poblaciones demostraron ser una de
a3 orincipales causas de diferenciacion genética y pérdida de variabilidad en las poblaciones de
= —etapoblacion. E! aporte de los eventos reproductivos en las poblaciones recolonizadas se
=740 en los valores alcanzados para el indice Fgr de Nei. Los resultados indicaron que la
«=racion genética en las poblaciones que sufren perturbaciones constantes se ve grandemente
Fe=ctada si la reproduccién dentro de las mismas es poca. Muy posiblemente como
=onsecuencia del agotamiento en el banco de semillas del suelo (disminucion de su tamano
aliectivo), y sumado a esto, ia pérdida de variacion genética por mortalidad de la poblacion
wapetativa. Esto confirma la importancia que tiene el banco de semillas del suelo y la frecuencia
&8 los eventos reproductivos, en el mantenimiento y conservacion de |a variabilidad genética
r=poblacional.

El aislamiento genético entre las poblaciones (alin no precisado en su totalidad) y el
sducido nimero de individuos caracteristicos de las poblaciones de frijol Lima, sugieren que
=23 se encuentran cada vez mas expuestas a sufrir perdida de alelos a causa de la deriva
sereica. Las poblaciones de Scutellania montana estudiadas por Cruzan (2001), confirman los
=sados obtenidos en este estudio bajo un contexto ecoldgico similar. Rocha ef al. (1997)
o—cuso que las poblaciones de frijol Lima en el Valle Central atraviesan por constantes
aJ-cesos de extincién, fusién y fisidn. Adicionalmente la informaciéon demogréfica recolectada,
2Ecsird que estos procesos son frecuentes y que un numero importante de poblaciones no

=y _ye sus ciclos reproductivos.
Camciusiones
Gimamica de extinciones y colonizaciones. La estrategia de expansién que siguen las

mbiac:ones de frijol Lima como metapoblacién posee un componente substancial de migracién
z T=.25 del tiempo, por medio de la dormancia de sus semillas. Si el niumero de poblaciones
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que colaboran con la dispersion de nuevos individuos es baja, la capacidad de recolonizacién
de los sitios afectados por perturbaciones frecuentes disminuye.

El modelo aplicado para el Valle Central, no sefialé la presencia de un evidente riesgo
2e extincion local de la especie. Por el contrario, si las condiciones dadas para la region se
—antienen sin cambio se deberia esperar la colonizacién de nuevos sitios y el surgimiento de
~wevas poblaciones. Aun cuando también aumentara por cada generacion el numero de
ooblaciones que permaneceran extintas.

Este estudio confirmé la importancia que tiene el banco de semillas en la recuperacion
de las poblaciones que atraviesan por perturbaciones constantes. Asimismo la necesidad de
permitirle a estas alcanzar los Ultimos estadios fenoldgicos (produccidn y dispersion de
semillas) para evitar |a reduccién en el nimero de poblaciones presentes en el Valle Central de
Costa Rica.

variacion genética en las poblaciones silvestres. El papel de la migracion (flujo de polen y
= las) debe ser considerado. Principalmente el transporte de semillas a largas distancias.
Zste estudio evidencid la importancia del banco de semillas del suelo como fuente de
soonizacion y reservorio de |a variabilidad genética a lo largo del tiempo, en las poblaciones de
= wnatus. Pero mas importante evidencia los efectos que sobre |a variabilidad genética de las
axxe-aciones de frijol Lima del Valle Central, ejercen los eventos de extincién local y las
serturbaciones causantes de mortalidad y bajas tasas de reproduccion. En estas poblaciones. el
sarco de semillas previene la pérdida de variantes genéticas, a pesar de los periodos de alta
~c~ahdad y la ausencia de reproduccion.

La informacion recopilada no permitié determinar si los cambios en las frecuencias
zahcas de las poblaciones recolonizadas, fueron causados por fa migracién de semillas desde
2s poblaciones vecinas. Principaimente debido a fa presencia de los mismos alelos en la
—avoria de las poblaciones. Sin embargo la aparicion de algunas variantes nuevas, que no se
=contraban presentes en las muestras iniciales (poblaciones E17, E38 J11 y E104) no
>er~wten descartar dicha posibilidad.

Los datos recolectados sugieren que la variacion genética presente en las poblaciones
2= 2 funatus, objetivo Ultimo de su conservacion, puede encontrarse en riesgo de reducirse si
s= =cmbinan los escasos eventas reproductivos con fa disminucion en el numero de individuos
2.e aportan semillas al banco del suelo. Los altos valores de diferenciacion genética en el
wrpc. son el producto de tamafios efectivos bajos durante los periodos reproductivos.

La disminucion en los niveles de heterocigosis, asi como los altos indices de fijacion
r=se~tados por algunas poblaciones sugieren importantes niveles de endogamia. Esta en
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conjunto con la deriva genética causada por los frecuentes cuellos de botella, son factores que
Jdeben ser considerados para el manejo de |a especie.
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Dinamica de extinciones locales y colonizacion de poblaciones silvestres
de frijol Lima (Phaseolus lunatus L.) en el Valle Central de Costa Rica

2arrantes A, Daniel’ Rocha, 0. J.
‘Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica. Ciudad Universitaria “Rodrigo Facio”. San Pedro de
Montes de Oca, San José, Costa Rica.

Resumen

En Costa Rica esta presente el frijol Lima (Phaseolus lunatus) en numerosas poblaciones
silvestres, distribuidas en distintas regiones del pais. En el Valle Central de Costa Rica, éstas
poblaciones se encuentran ubicadas principalmente a orillas de caminos, plantaciones
tradicionales de café y ocasionalmente en zonas urbanas. Debido a su potencial como fuente
de recursos fitogenéticos, desde 1994 se ha dado seguimiento a 106 poblaciones silvestres
de esta especie en el Valle Central. En el presente trabajo se evalué el numero de
poblaciones activas al final de cada periodo reproductivo y el maximo estadio fenologico. Se
sefialaron las causas principales de extincion local y la frecuencia con que ias perturbaciones
afectan a estas poblaciones., La dinamica de las poblaciones de frijol Lima como una
metapoblacion fue modelada utilizando matrices de Lefkovitch. Se demostréd gque las
poblaciones gue logran completar su ciclo reproductivo son indispensables para mantener
estable el tamario de la metapoblacién. Estas también colaboran en la colonizacién de nuevos
habitat y en el rescate de poblaciones extintas por medio de la dispersion y renovacién de
bancos de semillas. Se discute la importancia de estos resultados en el desarroilo de
estrategias para la conservacion in situ de este recurso fitogenético.

=a‘abras clave: Phaseolus lunatus, frijol Lima, metapoblaciones, extinciones locales matriz

scc.acional.

=roduccion

El concepto de metapoblaciones se refiere a un conjunto de pequefas poblaciones
separadas en el espacio pero sometidas a una dinamica en comun (Hanski 1991, Hansson
=35 Husban y C.H. Barrett 1996, Thrall et al. 1997). Este concepto ha sido utilizado para
=cocar la presencia continua de procesos de extincién y recolonizacion de una especie en



sitios que representan habitat temporales (Hastings 1991, McCauley 1993. Hastings y Harrison
1994, Hanski ef al. 1996, Quintana-Ascencio y Menges 1996). Metapablaciones naturales de
plantas ocurren en distintos habitat como estadios de sucesion temprana, claros que resultan
de la caida de arboles y sitios sometidos a incendios o inundaciones frecuentes (Quintana-
Ascencio y Menges 1996, Gillman 1997). De igual manera, la creacidn de ambientes artificiales,
producto de la intervencién humana, puede crear nuevos nichaos y favarecer o poner en peligro
la colonizacién por parte de especies silvestres. Este podria ser el caso de areas con un manejo
intensivo del suelo en sistemas agricolas y agroforestales, los cambios en el uso de la tierra, el
abandono de practicas agricolas tradicionales y el desarrollo urbano (Rocha et al. 1997). Varios
autores han propuesto que para cada habitat potencialmente ocupado, se establece un balance
entre las tasas de migracién de individuos desde o hacia poblaciones cercanas y la extincién
local de la especie a causa de perturbaciones que afectan su establecimiento, su permanencia
o ambas (Ebenhard 1991, Hess 1296a).

Algunos autores sugieren que el riesgo de extincién local difiere segun la especie
considerada y entre poblaciones de la misma especie (Stocklin y Fischer 1999). Distintos
factores demograficos han sido considerados en el estudio de los procesos de extincion dentro
de cada paoblacion local. Entre estos se incluyen la variacion en el tamafio de la paoblacion y su
capacidad para reclutar nuevos individuos durante periodos de abundancia y escasez de
recursos (Hansson 1991, Hanski et al. 1986, Husband y Barrett 1996). Asimismo, se ha
examinado el efecto de la pérdida de habitat a causa de factores externos a la poblacion y la
capacidad de la especie para colonizar nuevos sitios temporalmente disponibles (Quintana-
Ascencio y Menges 1996). Otro factor investigado es el incremento en las tasas de mortalidad y
en los procesos de extincion local, a causa de la introduccion de especies invasoras,
depredadores o enfermedades (Hess 1986b). En general, este tipo de trabajos demuestra la
utilidad de los procesos demogréficos para el desarrollo de estrategias de conservacion y el
analisis de los efectos de la fragmentacion en los habitat naturales.

Variaciones en el tamafo de |las poblaciones y en el aislamiento de los fragmentos de
habitat pueden influir en el tamano efectivo de las poblaciones (Hansson 1991, McCauley 1993.
Elistrand y Elam 1993). Varios autores han propuesto que algunos procesos demograficos
relacionados con el tamafo de las poblaciones pueden incrementar el efecto de la deriva
genética y conducir al aislamiente y la diferenciacion genética entre estas (Ellstrand y Elam
1993, Hastings y Harrison 1994, Thrall et a/. 1997). En general las poblaciones peguefias o que
fluctian en tamano presentan mayores tasas de endogamia y riesgo de extincion que las
poblaciones grandes. La migracion y el flujo genético entre poblaciones se consideran
inversamente proporcionales a la distancia entre estas y pueden ser determinantes en cuanto &
la estabilidad de las mismas (Hastings 1991, Hansson 1991, Ebenhard 1991, McCauley 1993,
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Hastings y Harrison 1994, Thrall ef a/. 1997). Ademas, la cantidad de perturbaciones y cuellos
de botella a los que se encuentra sometida la poblaciéon reducen su tamano efective y su
capacidad de reclutamiento de nuevos individuos. La alteracion del equilibrio entre estos
‘actores (la colonizacidén o migracion de individuos y 1a cantidad de perturbaciones o cuellos de
ootella a los que se ve sometida la metapeblacion), puede pener en peligro la estabilidad de las
ooblaciones & inclinar la balanza hacia la extincion local de la especie (Hastings 1991, Hastings
v Harrison 1994, Thrall et al. 1897).

Debido a que las plantas son organismos sésiles, |a eficiencia de cada especie para
colonizar parches disponibles dependera de su tasa de dispersion de semillas, asi como de su
capacidad para soportar perturbaciones frecuentes. Esta dltima a su vez, dependerd de la
piasticidad ecolégica de las poblaciones, de la presencia de bancos de semillas o ambas. Estos
factores son determinantes para evitar la extincidon de |a totalidad de las poblaciones que
componen la metapoblacién (Loveless y Hamrick 1984, Ebenhard 1991, Hansson 1991, Kalisz y
McPeek 1993, Husband y Barrett 1996). Sin embargo, la relacidn entre la capacidad de
dispersar semillas a larga distancia o de mantener bancos de reserva en el suelo, con la
dindmica de extincién y recolonizacion de las especies, aun no es clara (Kalisz y McPeek 1993,
Cain et al. 2000). Se ha tratade de dilucidar cudles son las consecuencias reales que acarrean
el aislamiento espacial y la fragmentacién del habitat, en relacién con el aumento o la
disminucién en el tamafic de la metapoblacién (Hastings 1991, Husband y Barrett 1996, Thrall
et al 1997). En general, pocos estudios han examinado la forma en que se organizan
regionalmente las metapoblaciones en plantas, y como son afectados los procesos de extincion
y recolonizacién dentro de estas por los procesos ecolégicos antes citados (Husband y Barrett
1996).

Numerosas poblaciones silvestres de frijol Lima (Phaseolus lunafus) se encuentran
distribuidas de manera natural a lo largo del Valle Central de Costa Rica. Estas se asocian a
regicnes alteradas tales como terrenos agricolas, pastizales e incluso algunas estan presentes
en zonas urbanas (Degreef et al. 1997, Rocha et al. 1897, Degreef 1998). No obstante se las
encuentra con mayor frecuencia asociadas a plantaciones tradicionales de café de sombra, un
sistema agroforestal caracterizado por contener una mezcla de diversos arboles de sombra y
varias especies del género Musa. El manejo que se le da a este tipo de plantaciones es menocs
~tenso y no requiere el uso constante de agroquimices para la eliminacion de malezas, en
comparacién a las plantaciones no tradicionales a pleno sol (Rocha ef al. 1997). Sin embargo se
~a demostrado que, como consecuencia del cambio en el manejo de las plantaciones de café,
en el uso de la tierra y en el desarrollo urbano; las poblaciones de frijol Lima en el Valle Central
~an experimentado fragmentacién, extincién local y en algunos cascs se ha dado la
-ecolonizacion de sitios no ocupados. En este estudio se describe |a estructura y dindmica de la
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metapoblacién de frijol Lima presente en el Valle Central de Costa Rica. Para ello se utilizé un
modelo de matrices de Lefkovitch en el cual se incorporan distintos estados fenoldgicos por los
cuales atraviesan las poblaciones. Adicionalmente se realizé una exploracion de tas principales
causas de inestabilidad que llevan a la extincién local de las poblaciones de frijol Lima.

Metodologia

Especie estudiada. El frijol Lima silvestre tiene un habito trepador y se le considera una
especie perenne de vida corta. Tipicamente presenta crecimiento indeterminado durante la
estacion lluviosa. Pero en la estacion seca su tallo lignificado le permite eliminar sus hojas y
entrar en latencia en respuesta al desbalance hidrico. En este periodo se da la dispersion de
semillas mediante la apertura explosiva de las vainas (Degreef et al. 1997 Degreef 1998, Bi Irié
1999).

Una caracteristica de las poblaciones de P.lunatus es su habilidad para mantener
reservas de semillas en el suelo (Degreef et a/. 1997, Degreef 1998). Estos bancos de semillas
se han encontrado hasta tres afos después de su diseminacion (Degreef ef al. 1997). Las
semillas requieren de una estacion seca (poca humedad y altas temperaturas) para inducir su
dormancia, la cual les permite permanecer |atentes en el suelo. Mientras que la entrada de
humedad a través del micrdpilo promueve su germinacion (Degreef ef al. 1997, Degreef 1998,
Degreef et al. 2002).

Las flores son muy similares a las del frijol comun (P.vuigaris) se presentan en pseudo-
racimos. La planta requiere la visita de algun polinizador para transferir exitosamente ef polen
de las anteras al estigma de la flor. La especie es autocompatible y la autofecundacion es muy
comun. Sin embargo, la tasa de exocruzamiento es importante y puede variar significativamente
dentro y entre poblaciones (Maquet ef al. 1999, Bi Irié 1999).

Area de estudio. Una numerosa cantidad de poblaciones silvestres de frijol Lima se encuentran
dispersas en el Valle Central. Estas se ubican entre los 09°47’ y 10°09" latitud Norte y entre los
83950 y 84°30' de longitud Qeste (Maquet et al. 1996, Rocha et al. 1997, Degreef 1998). Su
distribucién altitudinal oscila entre los 500 a 1800 m.s.n.m. Se les encuentra asociadas a sitios
alterados, orillas de caminos, terrenos baldios y sistemas agroforestales tradicionales como los
cafetales de sombra. El Valle Central o Depresion Tecténica Central alberga las cuatro
principales cabeceras de provincia y la mayoria de la poblacion urbana del pais.
Tradicionalmente este se ha desarrollado como una regién agricola cafetalera, sin embargo en
ios Ultimos cincuenta afios ha experimentado un acelerado crecimiento demografico (Direccion
General de Estadistica y Censos 1953, 1974, 1975, 1987, INEC 2001). Esto ha traido como



consecuencia el abandono de las practicas agricolas tradicionales y la introduccion de cambios
radicales en el uso de la tierra. Entre los principales efectos estd el paso de cafetales
tradicionales de sombra a cafetales de sol, los cuales demandan un mayor uso de agroquimicos
en las plantaciones (Rocha ef al 1997). Asimismo, gran cantidad de terrenos dedicados a
actividades agropecuarias o de vocacion forestal, se han convertido en areas dedicadas al
desarrollo urbano habitacional, afectando de manera directa o indirecta el establecimiento de
muchas especies naturales (Rocha ef a/. 1997). El cambio de uso de la tierra en el Valle Central
ha puesto en riesgo de extincion a la mayoria de poblaciones de P.Junatus .

Estudic de las poblaciones. Con el fin de estudiar la dinamica de las poblaciones de frijol Lima
cresentes en el Valle Central de Costa Rica, se considerd como poblaciones diferentes a todos
zquellos conglomerados de individuos separados entre si por al menos 500 metros (Maquet et
a/. 1996, Rocha et al. 1997, Rocha et al. 2002). Para dar seguimiento a estas, a partir de
noviembre de 1994 y hasta diciembre del afio 2000, se establecieron seis transectos utilizando
ios caminos vecinales que recorren la region central det pais (Figura 1). Inicialmente se
dentificaron todas las poblaciones presentes a lo largo de cada transecto encontrandose un
total de 108 poblaciones. Los sitios fueron descritos y marcados utilizando un aparato de
posicionamiento geografico o GPS. Posteriormente, se realizaron censos mensuales en todas
ias poblaciones, se registré el nimero de individuos en cada poblacién y sus maximos estadios
fenologicos. Se reconocieron seis estadios fenolégicos que correspondieron a plantas en
estado vegetativo, plantas con botones florales, con flores maduras, con vainas verdes, con
frutos maduros y plantas en fase de dispersion de semillas por la apertura de vainas. Se
procediod a ordenar esta informacion y fa misma fue utilizada para dar seguimiento a cada
poblacién e identificar los periodos reproductivos, los de germinacion de semillas y la ocurrencia
de extinciones locales.

La actividad de las poblaciones fue clasificada y ordenada en forma de ciclos anuales
casados en la actividad fenolégica de cada una de ellas. Se establecié como punto de partida el
mes de mayo de cada ano. Esto debido a que la germinacion de las semillas presentes en el
canco del suele y la brotadura de follaje de plantas en reposo coincide con el inicio de la
estacion lluviosa en el Valle Central. Mientras que la apertura de vainas y la dispersion de
semillas ocurre principalmente durante la estacion seca, cuando las plantas adultas pierden su
£z'laje e inician su periodo de inactividad fenologica.

La dinamica de la metapoblacion se estudid utilizando modelos de matrices de
Lstkovitch para describir la variacién en el nimero de poblaciones presentes y el maximo
zstadio fenologico alcanzado en cada afio, por cada una de ellas. Para tal efecto se calcularon,
cara cada ciclo anual completo, las probabilidades de que los individuos dentro de cada



poblacién alcancen un méaximo estadio fenclégico, dependiendo del maximo estadio fenolégico
alcanzado por la poblacién durante en el afo anterior. Se consideraron los cinco pericdos
comprendidos entre mayo de 1995 y abril del 2000, y se incluyeron todas las 106 poblaciones
encontradas en el censo inicial. Los estadios fenolégicos registrades en cada poblacion, se
simplificaron y sélo fueron considerades los correspondientes a: permanencia en estadic
vegetativo, produccion de flores, produccién y maduracién de vainas y dispersién de semillas.
Ademas la extincién local de la poblacién se consideré como un estadio adicional (Figura 2).
Este analisis permite detectar la extincién local de la poblacién o la recolonizacién de sitios
previamente ocupados perc cuyas poblaciones estaban extintas. Para poner a prueba los
modelos poblacionales se utilizé el programa ULM (Unified Life Models) desarrollade por
Legendre y Clobert, (1995). No fue posible determinar el origen de las recclonizaciones
{semillas provenientes del bance del suelo o de poblaciones cercanas).
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Figura 1. Distribucion de los transectos de muestreo dentro del drea del Valle Central de
Costa Rica.
Resultados

Poblaciones presentes, extintas y recolonizaciones. En el cuadro 1 se muestra un resumen
de la demografia y la actividad reproductiva de las 106 peblacicnes de P.Junatus consideradas
en este estudio. En general, puede observarse que existe una disminucién del numerc de
poblaciones activas durante los cinco afos de observacién (de 106 en 1894 a 77 en 2000). El



muestreo también reveld que todos los afios se presentaron extinciones locales y en algunos
casos hubo eventos de recolonizacién en Ios sitios evaluados mediante censos mensuales. Por
otro lado, se observd que no todas las poblaciones activas completan su ciclo fenolédgico. Esto
indica, que algunas de |las poblaciones cuyos individuos alcanzaron a producir flores no llegaron
a completar la maduracién de frutos, a causa de perturbaciones locales que afectaron Ia
permanencia de adultos reproductivos en la poblacidén. En promedio unicamente el 66,5% de las
poblaciones activas lograron alcanzar el ultimo estadio fenoldgico durante los seis periodos
muestreados y solamente el 26,4% lo hicieron en periodos consecutivos. Esto sugiere que las
poblaciones de P.funatus en el Valle Central poseen una capacidad variable de mantener.

renovar y perpetuar reservorios de semillas en el suelo.

poblacion
permanesce

poblacidn
produce fiores

Pre-existente

Figura 2. Posibles transiciones para la dinamica
de metapoblaciones.

Para que un periodo de extincién sea considerado como tal, la poblacién en cuestion no
debid de presentar germinacion o actividad vegetativa durante al menos un ciclo anual. Es
decir, un afio juliano a partir det inicio de la estacion lluviosa (periodo de germinacion de
semillas). Este criterio de clasificacion subestima aquellos casos en los cuales ta poblacion en
su totalidad es eliminada a causa del manejo del terreno, pero cuya reposicidon de individuos

ocurre en un periodo no mayor a doce meses.

Cuadro 1. Poblaciones activas de Phaseolus /unaius durante los ciclos de sucesidn realizados a partir de
noviembre de 1984. Se indica el nimero de poblaciones y el maximo estadio fenoldgico alcanzado durante

cada ciclo anual.

| Unicamente Maduracion Completan
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Las poblaciones de frijol Lima del Valle Central fueron afectadas por una gran cantidad
de perturbaciones. En la mayoria de las ocasiones las poblaciones se vieron alteradas por la
intervencion humana (Figura 3). La perturbacion mas frecuente fue la originada por la corta
manual de malezas, ya sea en dreas con cultivos agricolas, terrenos baldios o zonas de
desarrolio urbano. Durante el periodo de muestreo, 55% de las poblaciones fueron cortadas
total o parcialmente, en al menos una ocasion. Sin embargo en la mayoria de los casos se dio
el reemplazo de individuos dentro del mismo afio gracias a la germinacidn de semillas
provenientes del banco del suelo. Ademas de la limpieza manual de los terrenos, el uso de
herbicidas resultd ser el segundo tipo de perturbacion en orden de importancia (Figura 3). Esta
forma de control de malezas causa efectos drasticos en la densidad de las pobiaciones de frijol
Lima ya que generalmente elimina a todos los individuos presentes en el momento de la
aplicacion. Por otro lado, un porcentaje bajo de las poblaciones fueron afectadas por procesos
que redujeron tanto el nimero de individuos vegetativos como el tamaro del banco de semillas
del suelo (construcciones, derrumbes de! terreno, utilizacion de fuego o establecimiento de
pastizales). Aquellas perturbaciones no causadas por la accidén humana y que de algun modo
perjudicaron la capacidad reproductiva de las poblaciones, representaron unicamente alrededor
del 12% de los eventos registrados (ataque de virus o herbivoros).
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Figura 3. Tipos de perturbaciones observados en las
poblaciones de frijol Lima.

Se registro para cada uno de los ciclos anuales observados, el numero de poblaciones
gue fueron afectadas por cada tipo de perturbacién. Los datos indican que, independientemente
del afio, la principal causa de perturbacion fue la corta manual de malezas (Figura 4). Por otro
lado, la importancia relativa de las otras causas de perturbacion fue variable y no afectd del
mismo modo a todas |las poblaciones durante los distintos periodos muestreados. Cabe sefialar



que, en todos los casos el nimero de poblaciones que experimentaron perturbaciones es
superior a numero de poblaciones extintas {Figura 4, Cuadro 1). Esto indica que muchas de las
poblaciones lograron producir semillas a pesar de haber sufrido perturbaciones.
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‘ Tamaiio promedio de poblacion (ndmero promedio de individuos vegetativos)

Figura 5. Distribuciéon de tamanos promedio de las poblaciones de
’ frijol Lima. Se incluyen las poblaciones extintas y las recolonizaciones
Las poblaciones con una mayor probabilidad de sufrir una extincion permanente fueron
aquellas que durante el periodo de muestreo presentaron un tamafio promedio menor a 20
individuos (p=0,93, Figura 5). Al aumentar el tamario promedio de la poblacion se observd una
disminucion en el riesgo de extincion permanente (p=0,36, para poblaciones con tamafios entre
20 y 30 individuos y p<0,075, para poblaciones con tamafio promedio mayor a los 50



individuos). Asimismo, las poblaciones de tamano promedio superior a los diez individuos,
maostraron una mayor tasa de recalonizacién (Figura 5). La infarmacion abtenida en este estudio
mostré que un numero considerable de pablaciones (41%) mantuvo un tamario promedio menar
a 30 individuos. Este caiculo se basd en e numera total de individuos vegetativos presentes en
cada uno de los ciclos anuales registrados.

Al calcular las probabilidades de transicién para cada uno de los cinco estadios
fenologicos estudiados, se observd que las poblaciones que experimentan una extincion lecal
poseen una aita probabilidad de permanecer en dicho estadio (p=0,8567, Figura 6). Aquellas
pablaciones que producen semillas alcanzan con mayor facilidad la misma condicion en el
periodo reproductivo siguiente (p=0,7965) y son las que presentan menor probabilidad de
extincién. Las poblaciones que producen frutos pero no maduran semillas también muestran
una alta probabilidad de producir semillas en el siguiente ciclo anual. Las pablaciones que
solamente llegan a producir flores presentan una mayor probabilidad de pasar a ser pobiaciones
vegetativas y esta probabilidad es atin mayor que la de que las propias poblaciones vegetativas
continien en este estadio. En las poblaciones gue permanecen vegetativas, el estadio mas
orabable de alcanzar durante el siguiente ciclo es la produccidn de semillas, en segundo lugar
continuar en estado vegetativo y en tercer lugar |a extincidn de la pablacidn.
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Figura 6. Probabilidadee de transicidn estimadas para los estadioe fenoldgicos analizadoe
(E=poblacidn extirte, ¥=poblacion vegetativa, Fl=-floree, Fr=frutos, S=semillas).

La variacién en el nuimero de poblaciones y su distribucidn segln el maximo estadio
Froidgico alcanzado, se estudié con un modelo de Markov simulando su compartamiento para
30 aclos anuales. Este modelo incorpora en una matriz de Leslie tas probabilidades promedio
e=¥culadas para cada unc de los cinco estadios fenoldgicos presentados en la figura 6. El



célculo de los parametros poblacionales se realizé mediante el programa Unified Life Models
{Legendre y Clobert 1995). Este programa estimo la tasa segun la cual aumenta o disminuye el
numero de poblaciones de la metapoblacion (Lambda M). A pesar de la frecuencia de
perturbaciones y de las extinciones periddicas, el valor de Lambda M para la matriz promedio
fue muy cercano a uno (A=0,999996). Los resultados obtenidos sugirieren un posible aumento
en el numero de poblaciones de frijol Lima del Valle Central, si las condiciones permanecen
constantes.

La trayectoria que siguieron las poblaciones a lo largo del tiempo, en cada uno de los
estadios fenolégicos analizados, varié segln el escenario inicial. Se modelaron diversos
escenarios utilizando como base la informacion recolectada durante los afios de muestreo. Para
ello se varié el vector inicial, es decir el nimero de poblaciones iniciales para cada estadio
fenolégico. En un primer escenario, se consideré como vector inicial las condiciones
demograficas registradas durante 1995 (90 poblaciones activas con sus respectivos maximos
estadios fenologicos alcanzados y 16 poblaciones extintas, Cuadro 1). Los resultados del
modelo indican un aumento en el nimero de poblaciones gque permanecen vegetativas o que
solamente llegan a producir flores (Figura 7). Aquellas poblaciones que completan la dispersion
de semillas disminuyen de forma acelerada hasta alcanzar un punto de equilibrio.
Consecuentemente, el nimero de poblaciones extintas aumenta hasta alcanzar su maximo en

la generacion 15.
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Figura 7. Simulacién de la dindmica de metapoblaciones
considerando a las 90 poblaciones activas durante 1995, como la
metapoblacién inicial. Las lineas indican el nimero de poblaciones
presentes para cada estadio fenolégico.

En un segundo escenario, el vector inicial incluyd las Ultimas condiciones registradas en
las poblaciones del Valle Central, es decir, la informacién correspondiente al afio 2000 (Cuadro
1, Figura 8). En este caso los resultados del modelo también sugieren un aumento en el nimero
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de poblaciones y una dinamica de reemplazo entre poblaciones extintas y no extintas. En
ambos casos, después de unas cuantas generaciones, la metapoblacion mantuvo un ndmero
constante de poblaciones (aproximadamente 35 poblaciones en cada categoria). Ademas se
ensayd un modelo en el cual el vector inicial incluia el nimero promedio de poblaciones
observadas en cada uno de los distintos estadios fenolégicos. La proyeccion de la
metapoblacion observada en este Ultimo caso fue muy similar a la mostrada en la Figura 7, con
la unica diferencia que en el equilibrio aumenté a 37 el numero de poblaciones por categoria
fenologica.

En un tercer escenario, se partié del supuesto que las 106 poblaciones censadas se
encontraban en estado vegetativo al inicio del estudio (t;). Bajo dichas condiciones, se observd
una disminucién drastica en el nimera de poblaciones activas luego de pasado el tercer ciclo de
la simulacién (Unicamente 11,4 poblaciones por categoria, Figura 9). No obstante, al igual que
en los escenarios anteriores, la metapoblacion alcanzé un estado de equilibrio; en el cual el
numero de poblaciones en todas las categorias permanecid muy similar (alrededor de 10 a 15
poblaciones en cada estadio). En cada uno de los escenarios modelados, la metapaoblacion
siempre se dirigio hacia dicho equilibrio, sin importar las condiciones iniciales.
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i Figura 8. Simulacion de la dindmica de metapoblaciones utilizando
‘ como vector inicial los datos colectados durante el lfimo periodo de

censos en el afio 2000. Las lineas indican el nimero de poblaciones
presentes para cada estadio fenolégico

Con el propésito de determinar el efecto de la ausencia inicial de pablaciones en cada
uno de los estadios considerados sobre el tamario final de la metapoblacién, se plantearon
distintos escenarios en los cuales el numero de poblaciones fue distribuido de forma igual pero
= sOlo cuatro de las cinco categorias fenoldégicas (Figura 10). En estas simulaciones se
utilizaron las 106 poblaciones identificadas al inicio del estudio. Para efectos de comparacién,
se establecié como referencia un primer caso en donde las 106 poblaciones se distribuyeron de



forma equitativa entre las cinco categorias fenoldgicas (Figura 10-A). En dicha situacién se
mantuvo lo predicho por los escenarios anteriores. Es decir, al alcanzar valores similares en
cada categoria, la metapoblacién permanece en un equilibrio estable por varias generaciones.
La ausencia de pobiaciones en cualquiera de las categorias fenoldgicas trajo como
consecuencia la reduccién en el tamano final de la metapoblacién. Al reducir el numero de
poblaciones para cualquiera de los estadios, se dio una transicion de poblaciones desde el
resto de categorias hacia |a categoria vacia, hasta alcanzar nuevamente el equilibrio. Los
resultados mas representativos se muestran en la Figura 10. En un primer caso se partio del
supuesto que todas las poblaciones se encontraban activas, es decir, no habian poblaciones
extintas. Las condiciones dadas por el modelo anticiparon |la extinciéon de poblaciones como un
proceso normal en la metapoblacion de frijol Lima del Valle Central; aun cuando no se
consideré la presencia de poblaciones extintas desde el inicio (Figura 10-B). La proyeccién
dada por el modelo indicé la necesaria existencia de sitios ocupados por poblaciones

actualmente extintas.
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Figura 9. Simulacion de la dindmica de metapoblaciones asumiendo

en estado vegetativo a las 106 poblaciones, como la metapoblacion

inicial. Las lineas indican el nGmero de poblaciones presentes para

cada estadio fenoldgico. !

En un caso intermedic se considert la ausencia de poblaciones en las categorias
vegetativa, con flores o con frutos (Figura 10-C). En cada uno de los tres escenarios
intermedios la dindmica de la metapoblacién no presentd diferencias significativas. Bajo estas
circunstancias iniciales, el estado de equilibric se obtuvo en un nimero menor de generaciones
y con una tasa de extincidn menor que en los escenarios anteriores. La proyeccion de la
metapoblacién, por el contrario, sugiere un aumento en los eventos de colonizacién (aumenta el
numero de poblaciones activas), la recuperacion de los sitios anteriormente ocupados o ambas.
La informacién recopilada durante los cinco afos de censos confirmd que los eventos de
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recolonizacion en sitios donde se creia que la poblacion habia sido eliminada en su totalidad,
son frecuentes (Cuadro 1).

Finalmente, la mayor caida en el nimero de poblaciones activas se dio al eliminar de la
metapoblacion original a aquellas en la categoria de semillas (Figura 10-D). El nimero total de
poblaciones activas se redujo de 79,5 a 52 poblaciones al final de |a simulacién y en el equilibrio
s6lo hubo 13 poblaciones en cada categoria. A diferencia de lo observado en ia Figura S, en
donde se dio también la ausencia de poblaciones que praducen semillas, el aumento en su
numero resultd ser mas lento. La llegada de poblaciones a este estadio parece ser de gran
importancia para garantizar la estabilidad y permanencia de la metapoblacién. En este caso, el
potencial de la metapoblacidon para colonizar nichos disponibles se vio considerablemente

reducido.
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Figura 10. Escenarios hipotéticos que suponen: (A) igual nimero de poblaciones en todos los estadios fenolégicos, (B)
ausencia de poblaciones extintas en la metapoblacion inicial, (C) ausencia de poblaciones en cualquier estadio
fenolégico intermedio y (D) la ausencia de poblaciones dispersoras de semillas en la metapoblacion inicial.

Los resultados de estos modelos no sugieren que las poblaciones de frijol Lima del
Valle Central presenten de un evidente riesgo de extincion. Esto a pesar de la frecuencia de las
perturbaciones que afectan |a reproduccion y viabilidad de las poblaciones. Por el contrario, si

las condiciones dadas para la regién se mantienen sin cambio, se espera la colonizacion de



nuevos sitios y el surgimiento de nuevas poblaciones. También se espera que aumente el
numero de poblaciones que permaneceran extintas por cada ciclo anual,

Discusion

Este estudio describe la dinamica de la metapoblacién utilizando como modelo la
totalidad de las poblaciones silvestres de frijol Lima {(Phaseolus lunatus) presentes en el Valle
Central de Costa Rica. Los datos obtenidos han permitido identificar los principales factores que
afectan la viabilidad y la demografia de la especie en la regidn central del pais. El manejo que
se le da a la tierra, principalmente la limpieza manual de malezas y el uso de herbicidas, son las
principales causas de extincién de las poblaciones de frijol Lima. Las extinciones locales no
permiten a las poblaciones concluir su ciclo reproductivo y renovar los reservorios de semillas
depositados en el suelo. No obstante, al proyectar las probabilidades de transicién a los
distintos estadios fenologicos utilizando un modelo de matrices, se observé un amplio
dinamismo en los procesos de extincion de las poblaciones existentes y la colonizacion de
nuevas poblaciones previamente no consideradas. Asimismo, se documento la recuperacion de
algunas poblaciones después de experimentar multiples perturbaciones.

Se encontré una relaciéon inversa entre el tamafo promedio de las poblaciones y la
probabilidad de estas de sufrir extinciones locales. Ademas, la capacidad de las poblaciones de
recuperarse luego de atravesar perfodos de extincion local, parece ser superior en aguellas
poblaciones que mantuvieron tamafios promedio mayores durante el periodo de censos.
Algunos estudios han demostrado que el tiempo de permanencia de las poblaciones, dentro de
Jn sistema de metapoblaciones, es mayor para aquellas poblaciones de tamarfos grandes en
comparacion con poblaciones pequefias (Hanski ef al. 1998). Segun esto, las poblaciones
pequefias o sometidas a perturbaciones continuas que afectan su reproduccién o estabilidad,
poseen mayores tasas de extincién en comparacion con sus contrapartes de tamafno mayor
iHanski et a/. 1996). La disminucién en el tamano de las paoblaciones se ha correlacionado con
2 reduccion en su tamano efectivo y esta a su vez con el aumento en la probabilidad de
axincidn de la poblacidn, como consecuencia de la expresion de genes deletéreos recesivos o
aebido a la pérdida de las ventajas adaptativas que brindan ciertas variantes genéticas ante
=ambios en las condiciones ambientales (Gilpin 1991, Vrilenhoek 1994). Sin embargo. la
persistencia de tamafos reducidos refleja también la frecuencia con que estas poblaciones se
arcuentran sometidas a perturbaciones que afectan su viabilidad y reproduccién. asi como la
=novacion de sus reservas de semillas en los bancos del suelo. En este caso, el grado de
sstocasticidad ambiental al cudl se encuentran sometidas las poblaciones, influye en el
sumento en la probabilidad de extincién permanente de las mismas (Hanski et al. 1996).
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La tasa de migracién entre poblaciones (en este caso la dispersion de semillas)
constituye también un factor importante al considerar la capacidad de recuperacion de aquellas
poblaciones extintas y la colonizacién de nuevos sitios (Hanski 1991, Hansson 1991, Cain ef al.
2000). La llegada de semillas desde poblaciones vecinas incrementa el flujo genético entre
estas y puede amortiguar el efecto de |las perturbaciones que reducen la reproduccién dentro de
la misma poblacién (Ebenhard 1991, Cain et af. 2000). El grado de significancia de este flujo de
genes sobre poblaciones recientemente colonizadas, dependera en gran parte, de las tasas
relativas con que dichos genes se muevan hacia los habitat vacios (colonizacion) o entre las
poblaciones ya establecidas (migracion), (Thrall et al. 1997). Pero debido a su dificil
documentacion, existen pocos estudios sobre |la efectividad de la dispersién de semillas a larga
distancia en las poblaciones vegetales (Gillman 1997, Cain et a/. 2000). Esta ultima tampoco a
sido documentada en el frijol Lima en el Valle Central. Los posibles agentes dispersores
{(mamiferos, aves, viento, agua o insectos) no han sido identificados. El movimiento de los
propagulos a distancias cortas o medias se debe principalmente a la apertura expiosiva de las
vainas, al perder estas su humedad durante la estacion seca.

Los resultados obtenidos de los censos sugieren una disminucidn en el nimero de
poblaciones presentes en el Valle Central, no asi en su capacidad para colonizar nuevos nichos
o de recuperar poblaciones locaimente extintas. Estudios anteriores sugieren que los procesos
de fusion y fision en las poblaciones de P.Junatus del Valle Central ocurren con frecuencia
(Rocha et al. 1997). Gracias a su asociacién con sitios alterados y sistemas agricolas
tradicionales {(en un momento parte dominante del paisaje del Valle Central) las poblaciones de
frijol Lima posiblemente fueron mas numerosas y de mayor tamafio con respecto al presente. A
partir de los primeros censos (realizados en 1992) se observd un incremento en la tasa de
extincién en las poblaciones, principaimente debido al acrecentamiento en la frecuencia e
intensidad de los agentes causantes de perturbaciones que afectan la reproduccién y viabilidad
de |la especie. Sobresalen entre estos el manejo intensive de los cultivos y el aumento en la
urbanizacién (Rocha ef al. 1997). El riesgo de extincion en las poblaciones estudiadas de frijol
Lima, no puede predecirse unicamente por el tamafio de estas. Si bien las poblaciones con
menor numero de individuos tuvieron mayor probabilidad de extincion, también se debe tomar
en cuenta que el efecto del tamafic de la poblacion no es independiente de la frecuencia con
que su habitat es alterado (Rocha et a/. 1997, Rocha et a/. 2002).

Algunos modelos consideran como variables tanto el minimo numero de poblaciones
necesarias para permitir la permanencia de la metapoblacién como la cantidad de nichos
potenciales no ocupados. Varios de los modelos poblacionales asumen que |a probabilidad de
extincién y la de colonizar nuevos nichos es la misma para todas las poblaciones (Hastings
1991). Estudios recientes, sin embargo, reconocen la heterogeneidad de la matriz en la cual se
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establece la metapoblacién. La persistencia de una metapoblacion dependera tanto del
desarrollo local de las poblaciones individuales, como también del panorama completo de
cuantos nuevos fragmentos del habitat son colonizados en cada periodo reproductivo y del
numero de poblaciones que se extinguen (Harding y McNamara 2002). La estocasticidad,
definida como fluctuaciones en las metapoblaciones que no son causadas por su dinamica
intrinseca, sino por variaciones ambientales que se correlacionan con la tasa de extincion y
recolonizacion; puede determinar la estabilidad, persistencia 0 coexistencia a nivel de la
metapoblacion (Hanski 1991, Hastings 1981, Hanski et al. 1998). Las consecuencias
demograéficas de un incremento en la estocasticidad ambiental, incluyen la disminucion en el
tiempo de persistencia de la metapoblacion, al aumentar la tasa de extincion de las poblaciones
que la conforman. Este mismo efecto a nivel general ocurre cuando se incrementa la
inestabilidad en el ambito regional. Es decir, la capacidad de crecimiento de la metapoblacion
puede verse tanto o mas afectada cuando se incrementa o disminuye de manera heterogénea
la incidencia de perturbaciones ambientales a nivel local (Hanski 1991, Hasting 1991, Haski et
al. 19986).

Al utilizar un modelo de matrices para proyectar el comportamiento de la metapoblacién.
se esta considerando el paso de un estadio a otro como un evento que depende de una
probabilidad dada por las condiciones a las cuales esta se encuentran sometida. Al respecto
Caswell (1889) realiza una revision completa sobre los modelos de matrices de Leslie y
Lefkovitch en el estudio de los procesos demograficos. La consideracion de los distintos
escenarios para las poblaciones de frijol Lima en el Valle Central. permite predecir 10 que
sucederia en la metapoblacion si se mantienen condiciones similares al promedio de estos
cinco afos de censos. El comportamientc observado refleja una dinamica metapoblacional
compleja y resalta la importancia de las poblaciones que logran completar su ciclo reproductivo
en mantener la estabilidad demogréfica de Ia especie. Asi como lo demostraron los distintos
escenarios, si el numero de poblaciones que colaboran con la dispersidn de nuevos individuos
es baja, la capacidad de recolonizacion de los sitios afectados por perturbaciones frecuentes
disminuye. Es posible que esto sea una consecuencia del agotamiento del banco de semillas
del suelo o ia falta de disponibilidad de semillas que puedan ser dispersadas a nuevos sitios.
Sin embargo, la colonizacion de nuevos sitios y el aumento en el nimero de poblaciones a partir
de las 106 poblaciones iniciales, resultd inesperado. La existencia de bancos de semillas en
sitios anteriormente ocupados por poblaciones ahora extintas, la capacidad de dispersion de
semillas a largas distancias 0 ambas, deben ser tomadas en cuenta en el estudio de las
poblaciones de frijol Lima en el Valle Central. La permanencia de poblaciones en estadios
intermedios refleja la constante intervencion de agentes generadores de perturbaciones. Se
espera que las poblaciones mas recientes, las de menor tamafio y las mas aisladas, sean las



mas propensas en ser afectadas por la pérdida o alteracion del habitat (Haski 1991, McCauley
1993, Stécklin y Fischer 1999). No obstante, la ubicacidn de la poblacidn respecto a los centros
urbanos y el manejo que en el futuro se dé a los habitat en los que se encuentra la especie,
determinara en Gltima instancia su vulnerabilidad.

Una de las principales consecuencias de atravesar por periodos de crecimiento
negativo es |a reduccion de la variabilidad genética y el aumento de la diferenciacion genética
entre poblaciones. Esto es praducto de |a reduccion en el tamafio efectivo de las poblaciones
(Maruyama y Kimura 1980, McCauley 1993). Estudios previos de la estructura genética de las
poblaciones del Valle Central confirman estas predicciones (Maquet ef al. 1996, Bi Irié 1999).
Degreef (1998) propone que la principal fuente de reclutamiento de individuos durante periodos
desfavorables proviene del banco de semillas del suelo. El mismo autor ha demostrado que las
semillas pueden permanecer dormantes en el suelo hasta por tres afos. No obstante los datos
recolectados por el autor sefialaron que la mayoria de semillas germinan en el primer afio luego
de ser dispersadas (70% a 84%). Sus datos también demuestran que luego de tres afios habran
germinado cerca del 99% de las semillas depositadas en el banco del suelo (Degreef et al.
1897, Degreef 1998). En el ambito pobtacional, la presencia de un banco de semillas reduce la
probabilidad de extincion en afios malos y sirve de reservorio de genes para la poblacidn (Kalisz
1992, Kalisz y McPeek 1993, Degreef ef al. 1997, Degreef 1998, Nunney 2002, Morris et al.
2002). El banco semillas estabiliza la dinamica poblacional y ayuda a mantener un equilibrio
cuando se dan oscilaciones en el tamafio de la poblacion. Los resultados obtenidos por Degreef
ef al. (1997) indican que las poblaciones silvestres de P.lunatus en el Valle Central, se
caracterizan por una alta fecundidad y por una alta mortalidad. Su estrategia constituye la de
una especie oportunista con una gran capacidad de colonizacion de sitios poco favorables
(Degreef et al. 1997). Pero al mismo tiempo es capaz de prolongar su permanencia en un sitio
gracias a la deposicién de semillas que le permiten la recolonizacion del mismo.

La estrategia de expansidn que siguen las poblaciones de frijol Lima como
metapoblacidén posee un componente substancial de migracion a través del tiempo, por medio
de la dormancia de sus semillas. Ei papel preponderante que desempena la dispersiéon de
semillas a larga distancia en ias metapoblaciones de plantas pone en discusion un problema ya
planteado, se conoce muy poco sobre la dinémica de la dispersion a larga distancia. Pero no
solo es importante la dispersion espacial, también debe considerarse la funcion que desemperfia
la dormancia en la migracion temporal y su papel en hébitat degradados (Cain ef al 2000,
Degreef ef al. 2002). Algunos autores afirman que el banco de semillas cumple una funcién
trascendental en la recuperacion de la poblacién cuando esta atraviesa por periodos de
extincidn. Ademas, es importante como reservorio de la variabilidad genética, en especial ante
la incidencia de cuelios de botella (Kaiisz y McPeek 1993, Stocklin y Fischer 1999, Nunney



2002). Estas implicaciones teéricas del banco de semillas sobre la evolucion y dinamica de las
poblaciones, apoyan la necesidad de incorporar el efecto de la variacion temporal en las
poblaciones naturales, dentro del disefio y andlisis de los estudios demogréficos del mismo
(Kalisz y McPeek 1993).

La importancia de los resultados obtenidos para |la conservacion in situ de la especie
resulta obvia. Las principales causas de perturbacién asi como el estado demografico y las
condiciones reproductivas en las poblaciones de frijol Lima indican la urgencia de controlar los
efectos que el manejo de los terrencs y las practicas agricolas ejercen sobre las poblaciones
presentes en el Valle Central. El modele presentado refuerza la importancia de la dispersion de
semillas en mantener activas las pobiaciones. Asi también se sugieren la necesidad de nuevos
estudios que consideren el efecto que sobre la variacion genética interna de las poblaciones
ejercen las fluctuaciones en el tamafo de |la metapoblacién y la importancia de |a dispersion de
semillas a largas distancias en la colonizacidon de hébitat temporales. Sin embargo gqueda
claramente demostrado que el manejo tradicional de los terrenos afecta el establecimiento y
permanencia de las poblaciones de frijol Lima, principalmente cuando este se realiza de manera
intensiva disminuyendo el tamafio de Ia poblacién e impidiendo a los individuos alcanzar el
estadio fenologico de dispersion de semillas.
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Efecto de las extinciones locales sobre la estructura genética de
poblaciones silvestres de frijol Lima (Phaseolus lunatus L.) en el Valle
Central de Costa Rica

Barrantes A, Daniel' , Rocha, 0.J."
'Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica. Ciudad Universitaria “Rodrigo Facio” San Pedro de
Montes de Oca, San José, Costa Rica.

Resumen

En Costa Rica esta presente el frijol Lima (Phaseolus lunatus) en numerosas poblaciones
silvesires, distribuidas en distintas regiones del pais. En el Valle Central del pais, estas
poblaciones se encuentran ubicadas principalmente a orillas de caminos, plantaciones
tradicionales de café y, ocasionalmente, en zonas urbanas. Debido a su potencial como fuente de
recursos fitogenéticos, desde 1994 se le ha dado seguimiento mensual a 106 poblaciones
silvestres del Valle Central. En cada censo, se registro el ndmero de individuos presentes, su
estado de desarrollo y su estadio fenolbgico, lo que permitié identificar la ocurrencia de
extinciones locales como consecuencia del manejo de la tiera y las préacticas agricoias. Se
documentd también la recolonizacién de sitios donde anteriormente estaba presente la especie.
Este estudio evalud el efecto provocado por los ciclos de extincién y recoionizacién sobre la
estructura genética de las poblaciones. Se demostré que el nivel de diferenciacion genética entre
las poblaciones presentes antes y después de un evento de extincion, depende de la frecuencia
de renovacién del banco de semillas del suelo en afios anteriores. Se discute la importancia de
estos resultados en el desarrollo de estrategias para la conservacion in situ de este recurso

fitogenético.

Palabras clave: Phaseolus lunatus, frijol Lima, metapoblaciones, extinciones locales, diversidad
genética, microsatélites.

Introduccién

Muchas especies vegetales se constituyen en metapoblaciones al ocupar ambientes
heterogéneos ¢ habitat fragmentados a causa de las actividades humanas. Ademads, estas
poblaciones experimentan procesos de extincion y recolonizacion como parte importante de su
dinamica (Husband y Barrett 1996, Alvarez-Buylla ef al. 1996). La estructura genética de las



poblaciones que integran una metapoblacion estara determinada, en gran medida, por las
caracteristicas reproductivas de la especie y los procesos ecoldgicos que la afecten (Loveless y
Hamrick 1984, Hansson 1991). La diversidad genética intrapoblaciona! estara directamente
afectada por el tamafio efectivo de la poblacién a lo largo de! tiempo, el flujo gerético ertre
poblaciones (migracién de semillas o intercambio de polen) y las fuerzas de seleccién natura en
cada uno de los sitios (Loveless y Hamrick 1984, Hamrick y Godt 1989, Hansocn 1267
Heywood 1991, Gilpin 1991, Elistrand y Elam 1993, Alvarez-Buylla et al. 1996). Estudics
realizados con marcadores moleculares han brindado contribuciones importantes ai
conocimiento de la influencia que tienen estos factores en el mantenimiento de la variacién
genética (Cain ef al. 2000, Cruzan 2001). No obstante, la relacion entre la estocasticicaa
demografica y genética con la probabilidad de extincién de las poblaciones, aun no es bien
comprendida (Newman y Pilson 1997).

Bajo una perspectiva de conservacion, los procesos de extincidn y recolonizacién en las
metapoblaciones acarrean la disminucién del tamano efectivo de las poblaciones afectadas
(Gilpin 1991, Wang y Caballero 1999). Esto puede darse como consecuencia de ta reduccion en
el nimero de individuos o como producto de la colonizacidn de nuevos nichos por pequefios
grupos de emigrantes (Thrall et al. 1997). La fragmentacién y destruccién del habitat y el estrés
ambiental causado por las actividades humanas, también puede limitar o reducir el tamano
poblacional (Ellstrand y Elam 1993). Aun cuando no estan claras todas las posibles causas,
varios autores coinciden en afirmar gue la probabilidad de extincién en las poblaciones se
incrementa a medida que estas ven disminuido su tamario (Alvarez-Buylla et al. 1996, Hanski et
al. 1996, Harding y McNamara 2002). Asimismo, aquellas poblaciones en sitios recientemente
colonizados corren un mayor riesgo de extincion con respecto a aqueilas ya establecidas
(Ebenhard 1991), principalmente como consecuencia de su mayor sensibilidad a cambios
estocasticos en el ambiente (Harding y McNamara 2002).

La disminucién de la variabilidad genética dentro de las poblaciones se ve afectada por
la reduccidén en el nimero de individuos presentes y por la intensidad del flujo genético entre
poblaciones. Numerosos autores han sefialado que e! incremento en los procesos de deriva
geneética y el aumento en |la endogamia, son tipicos de poblaciones pequeras (Ellstrand y Elam
1993, McCauley 1993, Alvarez-Buylla et al. 1996, Thrall ef al. 1997). Bajo estas condiciones,
cuando el flujo genético es reducido, la diferenciacidén genética entre poblaciones aumenta
(Ellstrand y Elam 1993, McCauley 1993, Alvarez-Buylla ef al. 1996). Una de las consecuencias
mas destacadas de la reduccidn en el tamafo de las poblaciones es el aumento en la
homocigosis y la reduccidon de la viabilidad de la poblacion. Esto puede ser particularmente
importante para las especies predominantemente exégamas, en donde se aumenta |la expresién
de genes deletéreos recesivos, o se disminuyen las ventajas que en determinado ambiente
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pueden representar los genotipos heterocigotas (Alvarez-Buyila ef al. 1996, Newman y Pilson
1997, Thrall et al. 1997). En las especies donde el autocruzamiento es comun, los efectos de la
endogamia pueden ser menores (Alvarez-Buylla et al. 1996, Newman y Pilson 1997, Thrall et al.
1997).

Numerosas poblaciones silvestres de frijol Lima (Phaseolus lunatus) se encuentran
distribuidas de manera natural en el Valle Central de Costa Rica. Estas se asocian a regiones
alteradas tales como terrenos agricolas, pastizales y plantaciones tradicionales de café de
sombra. En algunos casos se les encuentra presentes en zonas urbanas o en las orillas de
caminos (Degreef ef al. 1997, Rocha et al. 1997, Degreef 1998). Cambios en el manejo de los
terrenos agricolas y en el uso de la tierra, la utilizacion masiva de agroquimicos en las
plantaciones, y el desarrollo urbano acelerado, han puesto en riesgo de extincion local a gran
cantidad de poblaciones de frijol Lima. Estudios recientes demostraron que un considerable
numero de estas poblaciones ha experimentado la fragmentacion de su habitat, extinciones
locales y se han reportado la recolonizacidn de sitios previamente desocupados (Rocha et al.
1997). Se desconocen los posibles efectos que acarrean estos procesos demogréficos
caracteristicos de una metapoblacion, sobre la estructura y diversidad genética de las
poblaciones de frijol Lima. Este estudio describe, mediante poblaciones modelo, los cambios
ocurridos en la variabilidad genética del frijol Lima del Valle Cenfral, luego de que sus
poblaciones atraviesan distintos periodos de perturbacion, extinciones locales vy
recolonizaciones.

Metodologia

Especie estudiada. El frijol Lima silvestre tiene un habito trepador y se le considera una
especie perenne de vida corta. Tipicamente presenta crecimiento indeterminado durante la
estacion liuviosa. Pero en la estacion seca, y como respuesta al desbalance hidrico, pierde sus
hojas y permanece latente gracias a su tallo lignificado. En este periodo se da la dispersion de
semillas mediante la apertura explosiva de las vainas (Degreef ef al. 1997, Degreef 1998, Bi Irié
1999). Una caracteristica importante de las poblaciones de F.lunatus, es su habilidad para
mantener reservas de sus semillas en el suelo. Estas pueden permanecer viables hasta tres
afos despuées de ser dispersadas (Degreef et al. 1997, Degreef 1998). La dormancia de las
semillas es inducida durante la estacion seca como respuesta al desbalance hidrico. Mientras
gue |la germinacion se da con el inicio de la estacion iluviosa (Degreef ef al. 1997, Degreef 1998,
Degreef et al. 2002).

Sus flores son muy similares a las del frijol comun (P.vulgaris), se presentan en pseudo-
racimos y requieren la visita de algin polinizador para transferir exitosamente el polen de las



anteras al estigma. La especie es autocompatible y la autofecundacion es muy comun, sin
embargo, la tasa de exocruzamiento es importante y puede variar significativamente dentro y
entre poblaciones (Maquet et al. 1999, Bi irié 1999).

Area de estudio. La region central de Costa Rica (Valle Central} alberga las cuatro principales
cabeceras de provincia y la mayoria de la poblacién urbana del pais. Tradicionalmente, ésta se
ha caracterizado por ser una region agricola cafetalera. Sin embargo, en los dltimos cincuenta
afos ha experimentado un acelerado crecimiento demografico (Direccion General de
Estadistica y Censos 1953, 1975, 1974, 1987, INEC 2001). Esto trajo como consecuencia un
abandono de las practicas agricolas tradicionales y cambios radicales en el uso de la tierra.
Gran cantidad de terrenos, anteriormente dedicados a actividades agropecuarias o de vocacién
forestal, se han convertido en areas dedicadas al desarrollo urbano habitacional, afectando de
manera directa o indirecta el establecimiento de muchas especies naturales.

Una numerosa cantidad de poblaciones silvestres de frijol Lima se encuentran dispersas
en el Valle Central de Costa Rica. Estas se han definido como grupos de individuos separados
entre si por distancias no mayores a los 500 metros (Maquet ef al. 1996, Rocha et al. 2002). Se
les encuentra entre fos 09°47' y 10°09' latitud Norte, y 83°50°' y 84°30° de longitud Oeste
(Maqguet et a/. 1996, Rocha et al. 1997, Degreef 1998). Su distribucion altitudinal oscila entre los
500 a 1800 m.s.n.m. Esta especie comunmente se halla asociada a sitios alterados, orillas de
caminos, terrenos baldios y sistemas agroforestales tradicionales como los cafetales de
sombra. El cambio de uso de la tierra en el Valle Central ha puesto en riesgo de extincién a la
mayoria de poblaciones de P.lunatus alli presentes (Rocha et al. 1997).

Extinciones y recolonizaciones en las poblaciones del Valle Central. Con el objeto de
determinar el estado en el que se encontraban las pobiaciones de frijol Lima en el Valle Central,
se realizaron conteos mensuales de individuos en 106 poblaciones activas presentes a partir de
noviembre de 1994 y hasta diciembre del 2000. Para tal efecto se establecieron seis transectos
de muestreo utilizando los caminos vecinales que recorren el Valle Central (Rocha et al. 1997).
La informacidon obtenida incluyd el paso de las plantas a distintos estadios fenoldgicos y
permitid identificar ciclos de extincion local y de baja actividad reproductiva en algunas
poblaciones. La actividad de las poblaciones fue separada y ordenada en forma de ciclos
anuales basados en la actividad fenoldgica de cada una de las poblaciones evaluadas. Se
establecié como punto de partida el mes de mayo de cada afo debido a que la germinacion de
las semillas presentes en el banco del suelo y la brotadura de follaje en las plantas en reposo,
coincide con €l inicio de la estacion lluviosa en el Valle Central. Mientras que |a apertura de
vainas y dispersion de semillas se ocurre durante la estacion seca, periodo en el cudl, las
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plantas adultas pierden su follaje e inician su pericde de inactividad fenolégica. Es decir, la
actividad fenolégica de las poblaciones concluye durante los meses de diciembre a abril.

Se consideraron como extincicnes locales aquelios pericdos en los cuales ne se
presentarcn eventos de germinacién de semillas ¢ individuos en estado vegetativo durante al
menos un cicle anual, es decir, un afo juliano a partir del inicic de la estacién lluviosa (periodo
de germinacion de semillas). La informacién brindada por los censos indicd una disminucién en
el numero de poblaciones activas en los ciclos anuales estudiados y la ausencia de actividad
repreductiva en un impertante nimerc de estas (Cuadro 1) (Barrantes 2003). Durante la
maycria de los ciclos anuales estudiados se registraron eventos de recolonizacién de
poblaciones previamente extinguidas. El 75% de las poblaciones que recolonizaron los sitios o
hicieron un ciclo anual posterior al pericde de inactividad. Las restantes cuatro poblaciones
_permaneciercn inactivas dos y hasta tres ciclos anuales consecutivos. De las poblaciones que

permanecieron activas durante todo el periodo de estudio, Unicamente 28 alcanzaron a madurar
sus frutos y dispersar semillas en todos los ciclos anuales. La alta mortalidad de individuos
dentro de las poblaciones y los escasos eventos reproductivos sugieren un efecto de erosion

sobre la variabilidad genética de la especie en las poblaciones del Valle Central.

Cuadro 1. Poblaciones activas de Phaseolus lunatus durante los ciclos anuales sucedidos a partir de
noviembre de 1994, Resumen de eventos reproductivos, extinciones y recolonizaciones (Tomado de
Barrantes 2003).
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. Completan ‘Poblaciones 3
; Poblaciones Permanecen No finalizan [.mm o Recoloni-
Ciclo anual ¥ i dispersion de permanecen =
lactivas Vegetativas reproduccion i _ zaciones
Semillas extintas

Mayo 945 AL 708 — - - - -

fMayo 95 a Abril 96 80 16 19 55 16 1

Thayo 28 a Roti 51 1% k! F L) ) n 1Y
Mayo 97 a Abril €8 25 15 T B3 24 2
Mayo 98 a Abril 99 81 12 5 64 25 1
Mayo 89 a Abril 2000 86 10 15 61 20 6
Maye 2000 a Dic 2000 77 16 11 50 28 0

Poblaciones estudiadas. Con el objetive de determinar el efecto que ejercen los cicios de
extincién y recolonizacién de las poblaciones sobre la diversidad genética de la especie, se
realizé un andlisis utilizando microsatélites de ADN. Se estudiaron poblacicnes en tres
tratamientos demograficos a saber. poblaciones recolonizadas, poblaciones testigos vy
pcblaciones manipuladas. Las poblaciones seleccionadas para realizar los analisis de la
diversidad genética segun cada tratamiento se encontraron distribuidas por todo el Valle
Central; su ubicacién geogréfica se indica en el Cuadro 2 y el drea de estudio en la Figura 1.
Para cada poblacion, se realizé una comparacion de la variacién genética presente en

individucs recolectados en des diferentes momentos en el tiempo. En cada caso se tratarcn de



tomar muestras al azar de al menos 25 individuos por poblacién y para cada fecha de
recoleccion, En total, aproximadamente 50 individuas fueron recolectados en cada poblacian.

Para el primer grupo de estudio llamado poblaciones recolonizadas, se seleccionaron
cuatro poblaciones que sufrieron al menos un periodo de extincién y recolonizacion. Otro criterio
utilizado para seleccionar dichas poblaciones fue la disponibilidad de semillas recoiectadas en
afios anteriores a su extincidn. En este grupo se encuentran las poblaciones Her2, E17, E29 y
E38. La pobiacién E17 fue recolonizada dos ciclos anuates después de su extincién y el resto
permanecieron inactivas solamente un ciclo anual. Este material fue comparado con muestras
vegetativas provenientes de individuos presentes después de recolonizacion de los sitios.

Un segundo grupo fue conformado por poblaciones que permanecieron siempre activas
desde noviembre de 1994 y para las cuales se tiene informacion de eventos reproductivos
exitosos durante cada afio. En este grupo, llamado testigo, se compard la diversidad genética
de la poblacion a partir de semillas recolectadas en 1995, con una muestra de los individuos
presentes en el afio 2001. Dentro de este grupo, la poblacién J58 fue la mas alejada
geogréficamente del resto de las poblaciones estudiadas. Se incluyo ademas a la poblacién E25
(poblacion manipulada) debido a la disponibilidad de semillas recolectadas en 1985. Esto con el
propdsito de establecer la relacidn entre los patrones observados en este grupo y aquellas
poblaciones sometidas a eventos de alta mortalidad pero en periodos breves de tiempo
(poblaciones manipuladas).

El ditimo grupo {poblaciones manipuladas) consistié en inducir un periodo de maxima
mortalidad en cinco poblaciones con condiciones reproductivas similares a los testigos.
mediante ia corta de todos los individuos presentes. Los individuos de estas poblaciones fueron
recolectados y cortados en su totalidad durante el tltimo ciclo anual (mayo del 2000 a abril del
2001), antes de aicanzar los estadios de maduracién de frutos y dispersion de semillas. En
cada poblacion se seleccionaron al azar 25 individuos para el analisis de la variacion genética
presente antes de la perturbacion. Dos de las poblaciones manipuladas (E104 y E25) fueron
expuestas una perturbacién parcial dejando que un pequefic parche de individuos aislados
completara su periodo de reproduccidn y dispersidn de semillas. En la siguiente estacion
lluviosa todas las poblaciones se recuperaron de manera natural y se analizd la diversidad
genética a partir de un tamafio similar de muestra, tomada de manera aleatoria de los individuos
que recolonizaron el sitio,

Extraccion de ADN. El material recolectado en el campo se utilizé para estudiar |a diversidad
genética de las poblaciones consideradas en este estudio. Se realizé una extraccién de ADN a
partir de material vegetativo (hojas o tallos de los individuos recolectados directamente del
campo, o de plantulas recién germinadas). Se utilizé para la extraccién de ADN el protocolo
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desarrollado por Lodhi et al. (1994), con algunas modificaciones basadas en el protocolo del
CIAT para extraccion de ADN de frijol comun (Gonzalez et al. 1995). El buffer estandar consistio
en EDTA (20mM), Tris-HCI (100mM, pH 8), NaCl (1,4mM), CTAB {2%) y Bis-Mercaptoetanol
(0,2%). Después de haber macerado el tejido en presencia del buffer fueron necesarios de uno
a dos lavados con cloroformo-octanol 24:1. El ADN se precipitd de la solucidbn mediante dos
voliumenes de etanol 95° y medio volumen de NaCl| 5M. Posteriormente este se purifico

mediante un lavado final con etanol 75° y se resuspendi¢ en TE 1X.

Cuadro 2. Poblaciones estudiadas para cada uno de los tratamientos. Se muestra la ubicacién geografica,
altitud y fransecto de muestreo al cual pertenece (Rocha et a/. 1997).
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Poblacion  Transecto Comunidad Lat Norte Long Oeste At
m.s.n.m.

TRecolonizadas

E17 3 San Antonio de Escazi 09° 53 376 84°(07'708 1382
E29 3 Quebrada Honda de Villa Colon 08°53' 194 B84°13'446 983
E38 2 Salitrillos de Aserri 09° 51' 063 84° 05 435 1423
Her2 6 Barva de Heredia 10°01'754 84°07' 568 1332
Manipuladas
Eod 2 Jerich de Desamparados 09° 50' 140 84" 04 436 1625
Kmibs 2 Vuela de Jorco de Aserri 00" 48 533 84° 05 O 1638

Km51 5 Interseccion Naranjo, Palmares y Ciudad Quesada 10° 06 492 B4° 23 797 1138

Km53 5 Naranjo, en el Alto Murilio, Cerro Espiritu Santo 10° 05 471 84° 24' 190 1250
E25" =3 San Antonio ok €' Lt ub Akl H8° 52202 A4° N7 A2 1473
Testigos

E25* - - — —_— —
E88 4 Barreal de Heredia (Zona Franca) 09° 58 875 84°08 560 1067
J11 3 San Antonio de El Llano de Alajuelita 08° 53'486 84° 07 040 1441
J58 5 San Ramoén, camino a Piedades, en Sede Occidente (U.C.R.) 10°05'244 B84° 28 769 1088

* Para esta poblacién se colectaron muestras como testigo y como manipulada

Andlisis genético. Para el analisis genético, se utilizaron microsatélites de ADN. Se usaron tres
loci cuyos iniciadores fueron disefiados para el frijol comuan (Phaseolus vulgaris) por Yu et al.
(2000). Las secuencias, temperatura y tiempos de desnaturalizacion, hibridacion y extension
para los marcadores utilizados se presentan en el Cuadro 3. Las reacciones de PCR fueron
llevadas a cabo en un termociclador de calentamiento por aire “Rapid Cycler” (ldaho
Tecnology). Los productos de las amplificaciones se separaron en un gel de secuenciacion de
acrilamida-urea al 5% de 39cm, con un campo eléctrico de 55watt (8000 Volt) y a una
temperatura de 55°C. Una vez separadas las bandas amplificadas de ADN. estas fueron
visualizadas usando el protocolo de tincidon de plata para acrilamida (PROMEGA).

Los datos recolectados se analizaron en el programa PopGen32 version 1.31
desarrollado por Yeh, Yang y Boyle (1999). Como medidas de la variacion genética se caiculd la
heterocigosis promedic y el numero efectivo de alelos en cada muestra. El indice de
diferenciacion entre poblaciones (Fst) dado por Nei (1978) se utilizé como parametro para
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determinar el cambio a través del tiempo en la estructura genética de las distintas poblaciones
analizadas. La capacidad de las poblaciones acwales de Tecupsier 'a variacdn genslica

existente en afios pasados se calculd mediante el nimero efectivo de migrantes (Nem) el cual

T
Py

es una medida basada en el calculo de la Fgr.

1590w

Poblacidh
recolonizada

Pablacidn
Testigo

Poblacidn O ot e
Manipulada @ Mﬂ,‘ b ik o ¢
Figura 1. Area de estudio. Se indica la ubicacién de las poblaciones estudladas
y ¢l grupoe al cudl pertenece cada una de ellas.
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Se realizé una prueba de contingencias (x°) con &l objeto de determinar el grado de
significancia en la variacion de las frecuencias alélicas para cada una de las comparaciones
realizadas (James et al. 1998). Esta prueba de heterogeneidad esta basada en el modelo de
apareamiento para multiloci mixtos (“multilocus mixed mating model’). En este caso se adapto
la formula en la cual D=NGsr{a-1), se sustituyo la Gsr por los valores obtenidos de Fs1. El
nimero “N" de gametos (polen + &vulos) correspondid al total de alelos presentes en la
poblacion comparada a través del tiempo, y “a” el nimero de alelos distintos presentes en
ambas muestras. Los grados de libertad estuvieron dados por gl =(a-1).

Resultados

Los censos realizados en las 106 poblaciones durante el periodo de 1894 al 2000
indicaron la ocurrencia de eventos de extincion y recolonizacion. Los datos evidenciaron que 39
poblaciones atravesaron por periodos de extincion local, definiéndose éstas como periodos de



no brotadura o presencia de individuos adultos por uno o mas ciclos anuales. Unicamente 16
poblaciones de aquéllas que sufrieron extincién local (el 41.03%) recolonizaron los sitios en
afios posteriores. Cabe destacar que el criterio de clasificacién de poblaciones extintas no
incluye aqueifos casos en fos cuales fa poblacion en su totalidad es eliminada a causa del
manejo del terreno, pero que se reestablece la presencia de individuos en un per iodo no mayor

a2 TTRSES,

Cuadeo A Iniciadores_ de microsatélites (SSR) utilizados en las pobiaciones de P.Junatus.

Gen Bank
g;nm del  motivo T‘}';:;“’ mnrzi?rmm) :"f;;;'; NGmerode  Programa utilizado para PCR
FSREAN,
PVCt001  (CTHATI3 152 gagogtgtttcactatigioactge 3 JO4555  5mina 95°C, 30X (10s a 94°C, 265
(CTT)6 ttcatggatggtggaggaacag asit, qUs a 72Ty smina 72T
PV-at004 (AT}i8 163  aatctgcegagagtaatectgee A X61283  Smina 95°C; 30X (10s a 94°C, 25s
gattgaaatatcaaagagaatigitac a 57°C, 405 a 72°C), 4mina 72°C
PV-at008 (AT)5 132 cogttgectgtatttococat 4 X74919  5mina 95°C; 30X (10s a 94°C, 255
cgtgtgaagtcatctggagtggte a 48°C, 40s a 72°C); 4mina 72°C

Los datos obtenidos también indicaron la ausencia de produccion de semillas en
muchas poblaciones que permanecieron activas en cada ciclo anual. De las poblaciones que
permanecieron activas durante todo el periodo de muestreos, solamente 28 (el 41,79%)
completaron su ciclo reproductivo durante todos los afios. Sin embargo muchas de éstas,
incluidas aquéllas que produjeron semillas durante el periodo de muestreo, sufrieron de
perturbaciones antropogénicas que disminuyeron su tamafio (Barrantes 2003). Ademas, se
encontrd que, en promedio, un 17% de las paoblaciones que permanecieron activas cada afo no

alcanzaron a iniciar su reproduccion, pues no produjeron botones florales. Esto indica que no
contribuyeron al flujo génico entre poblaciones,

Analisis genético. El andlisis de Ia diversidad genética indica que sélo dos de los tres loci
considerados fueron polimérficos en todas las poblaciones. En total se encontré para el locus
PV-ctt001 cinco alelos, dos alelos para el locus PV-at004 y tres alelos para el locus PV-at006.
No obstante, dos de los tres alelos identificados para el locus PV-at006 (B y C) se presentaron
unicamente en las muestras correspondientes a las poblaciones E104 afio 2001 y E25 afo
1885, respectivamente. En la mayoria de los casos, los mismos alelos se presentaron en la
mayoria de las poblaciones. Este fue el caso para los loci PV-at004 y PV-at006 en donde los
alelos nombrados como “A” se presentaron en frecuencias altas en todas las poblaciones, no
asi en el locus PV-ctt0O01 en donde los alelos mas abundantes fueron diferentes en algunos
grupos de poblaciones. Destacaron para el locus PV-ctt001 los alelos nombrados como “A”, “B”

y “C" como aquellos que presentaron las frecuencias mas altas dentro de las poblaciones



analizadas. Los resultades también mostraron variaciones en la presencia de alelos y sus
frecuencias para las muestras tomadas de una misma poblacion a través del tiempo. Estos
cambios fueron cbservados mas frecuentemente para los alelos menos abundantes.

Se determinaron los cambios en el grado de diferenciacién genética entre las
poblaciones de frijol Lima durante los cinco afios de seguimiento. Para ello se calculd el indice
de diferenciacién de Nei (Fst) para las muestras recolectadas durante el perfcdo 1994 a 1995 y
se comparé con el obtenido para las mismas poblaciones recolectadas durante el periodo 2000
a 2001. Se utilizaron las poblacicnes testigo E25, J11, E88 y J58, y las poblaciones
recolonizadas Her2, E38 y E29. Los valores obtenidos fueron: Fsr=0,3419 para el periodo 1994
a 1995 y Fs7=0,4202 para el periodo 2000 a 2001 Este analisis, sefiala un aumentc de la
diferenciacién genética entre las poblaciones de frijol Lima, para los dos periodos analizados.

Poblaciones recolonizadas. Los resultados indicaron cambios en la frecuencia y en algunos
casos en el ndmero de alelos amplificados para los loci polimérficos en este grupo de
poblaciones y a lo largo del tiempo (Cuadro 4). En dos de las cuatro poblaciones estudiadas se
encontraren nuevas variantes genéticas en 1as muestras posteriores a la recolonizacion de los
sitios y que no estaban presentes en las muestras anteriores al periodo de extincion local. Este
fue el caso del alelo “B" en el locus PV-ctt001 para las poblaciones E17 y E38 respectivamente.
Asimismo, se observé la pérdida o fijacion de alelos a io large del tiempo para ias muestras
provenientes de las poblaciones £17 y £29, para este mismo locus (Cuadro 4).

El fenémeno mas comunmente observade fue la disminucién, a lo large del tiempe, en
las frecuencias de los alelos menos abundantes en todas las poblaciones pertenecientes a este
grupo (Cuadro 4). Esta variacidon temporal se presenté para todos los loci que resultaron
polimérficos para este grupo de poblaciones, con excepcién del alelo “C* en locus PV-ctt001
para la poblacién Her2, el cual incrementé su abundancia de 37% en 1985 a 97% en el 2001
Asi mismo, en la poblacién E17 se observé la sustitucién del Unico alelo presente en el locus
PV-ctt001 para |la muestra tomada en 1997, con respecto la muestra del afic 2001. En ambos
casos, el alelo mas abundante en la poblacién presente antes del periodo de extincidn, vio
reducida su frecuencia en la poblacién posterior a la recolonizacién del sitic. En general, los
resultados indican un cambic importante en las frecuencias aiélicas a través del tiempo,
principalmente en el locus PV-ctt001, el cual también resuité ser el mas diverso en el numero de
alelos encontrados, al considerarse todos los grupos de poblaciones analizados. E! disefic del
experimento no permitié determinar con certeza la procedencia de las nuevas variantes
genéticas reportadas para las muestras tomadas posterior a la recoleonizacion de los sitios. Es

decir, no fue posible determinar si estas variantes provenian de un banco de semilias
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depositado por la poblacién misma en afos anteriores o de semillas dispersadas desde
poblaciones cercanas.

El nimero efectivo de alelos disminuyé en tres de las poblaciones que sufrieron
extincion y recolonizacion. En la poblacién Her2 se present6 la mayor reduccion en el numero
efectivo de alelos (ne= 1,42 y ne= 1,12, respectivamente), en segundo lugar este indicador
disminuyo en |a poblacion E29 de ne= 1,34 a ne= 1,167, mientras que, en |a poblacion E38 esta
medida de variecidn gendtica tendid a incrementarse en la muestra tomada posterior a la
recolonizacién de la poblacién (Cuadro 5). En la poblacion E17, también se observé una
disminucion en el nimero efectivo de alelos a lo largo del tiempo, perc en menor magnitud con
respecto a las otras poblaciones de este grupo (Cuadro 5).

Cuadro 4. Frecuencias alélicas y numero de individuos amplificados para cada locus (n) en las

poblaciones recolonizadas. Se resaltan los loci que presentaron desequilibrio de Hardy-Weinberg
(*"=P<0,05).

Poblacion Alelos lacid Alelos Loci
Recolonizada PVCttOO1  PV-at004 i PV-CHO01  PV-at0D4  PV-at006
Her2-1998 X : .3 L 4EE 70000

B 0,63043 B 0,02778 0,13889

c 0,36957 c 067222

n b n 8 B 8
BV7-1007 A 7, 00000 A Y 3 7.00000

B B 1,00000 0,11364

n = n 2 - W
f= X A 700000 A 057143 0,900 700000

B B 0,42857 0.07500

n 3 n 21 20 %
EX 1604 A A 0%, AR <l

B 0,95238 B 1,00000 0,21429

c 0,04762 c

n 21 n zZ Fil — B

Las poblaciones Her2 y E17 presentaron un mayor desequilibrio segun el modelo de
Hardy-Weinberg, en las frecuencias genotipicas para los loci PV-cttO01 y PV-at004 en las
muestras tomadas antes del periodo de extincidn, con respecto a las muestras tomadas luego
de la recolonizacion de los sitios (Cuadro 4). Las poblaciones E29 y E38 no presentaron
desequilibric de Hardy-Weinberg en las frecuencias genotipicas en las muestras tomadas antes
y después del periodo de extincion. Sin embargo, en estas dos poblaciones se observo una
deficiencia de heterocigotos con respecto a la heterocigosis calculada a partir de las frecuencias
alélicas obtenidas, en las muestras E29-2000 y E38-1994 respectivamente (Cuadro 5). En la
mayoria de las muestras tomadas, la heterocigosis observada fue menor a la esperada segun
las frecuencias alélicas obtenidas y el modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg. Como

consecuencia se presentaron indices de fijlacion mayores a cero en todas las poblaciones
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(Cuadro 5). Sin embargo, en las muestras de \as poblaciones Her2, E38 y E29 para los anhos
2001, 2000 y 1994 respectivamente, se presentaron indices de fijacion negativos.

Los indices de fijacion en las poblaciones recolonizadas presentaron una tendencia
tlara a reducirsea 10'1argo~"aé agrmpo. 5o 1 38smpblasinnss Her?. F17, v,E38_se_observo_una
disminucion en los indices de fijacién en las muestras tomadas antes del periodo de extincion
local con respecto a los observados en las muestras posteriores a la recolonizacion de las
poblaciones (Cuadro 5). Por el contrario, en la poblacion E29 se presenté un aumento en la
deficiencia de heterocigotos a lo largo del tiempo. Estos resultados sugieren la presencia de
endogamia en las poblaciones que presentaron una reduccion de los indices de fijacion, antes
que estas atravesaran por el periodo de extincién local; y un aumento en el intercambio
geneético en ias poblationes que recolonizaren los sitios pasteriar su recalenizacion (Cuadro 5).

Cuadro 5. Descriptores de la variacion genética (promedio y error estandar) para las poblaciones que
presentaron ciclos de extincién y recolonizacién. Los valores presentados corresponden a: ne =numero
efectivo de alelos, Obs_Het =heterocigosis observada, Exp_Het =heterocigosis esperada segun el calculo
de las frecuencias alélicas y f =indice de fijacion o endogamia obtenido mediante la formula: (He-Ho)/He.

2::::";:‘&;:3 ga ne Obs_Het Exp_Het T
Her2-1995 Promed 1,4252 0.0435 02567  0.8021
St. Error 0,2521 0,0251 0,1387 0,1047
Her2-2001 Promed 1,1238 0,1111 0,1005 -0,0950
st. Error 0,0967 0,0849 0,0745 0,0664
Ei7-1997 Promed 1.1778 0.0578 0.1180 05043
St. Error 0,1778 0.0574 0,1180
E17-2001 Promed 1.0841 0.0455 0,0687 0,3231
st. Error 0,0841 0,0454 0,0687
'E38-1994 Promed 71,1641 0,0833 0.1123 02421
St. Error 0,1641 0,0833 0,1123
E38-2000 Promed 13737 0.2405 0.2147 ~0,1239
St. Error 0,2968 0,1711 0.1493 0,0428
E29-1994 Promed 1.3432 0.2063 0,1958 ~0,0686
St. Error 0,2948 0,1611 0,1514 0,0186
E29-2000 Promed 1,1692 0,0794 0.1150 0,2929
St. Error 0,1692 0,0794 0,1150 Gk

Asimismo disminuyeron los valores calculados, segun el modelo de Hardy-Weinberg,
para la heterocigosis esperada en las poblaciones que recolonizaron los sitios después de
atravesar por el periodo de extincion local. La poblacion E38 fue la excepcion para dicho patrén.
No obstante, el nimero real de heterocigotos (heterocigosis observada), no presentd ninguna
tendencia clara en disminuir o incrementar su magnitud a lo largo del tiempo para las
poblaciones recolonizadas (Cuadro 5). En las poblaciones E29 y E17 este valor disminuy6 a lo
largo del tiempo, mientras que en las otras dos poblaciones el mismo indicador de diversidad
tendié a aumentar.



El analisis de la estructura genética utilizando los indices F de Wright, indicé que una
parte importante de la variacién genética es debida a cambios que ocurren en el tiempo (Cuadro
6). En la poblacion E17 (Fg7=0,6371) mas del 60% de la variacion observada para la diversidad
genética se presenté al comparar las muestras tomadas antes y después de la extincion local.
En la poblacion Her2 (Fs1=0,2620), al menos una cuarta parte de la variacién genética
observada se debi¢ a las diferencias presentes entre las muestras tomadas en distintos
periodos de tiempo. Para la poblacion E38 (Fgr=0.1678) este porcentaje fue menor
(aproximadamente el 15% de la variacién presente es debida a diferencias en las dos muestras
recolectadas), mientras que en la poblacién E29 se presentaron pocos cambios en su estructura
genética a través del tiempo (Fsr=0,0407). Los valores obtenidos para los indices de Fis y Fir
fueron superiores a cero en las poblaciones recolonizadas, con excepcion de la poblaciéon E38
(Cuadro 6). Todas las poblaciones recolonizadas mostraron una menor capacidad de recuperar
la variacion genética presente en las muestras originales con respecto al resto de grupos de
poblaciones analizados.

Cuadro 6. Estimacion de la diferenciacion genética intra-poblacional para las poblaciones recolonizadas.
Estadisticas F y flujo genético (Nem) calculado a partir del indice de diferenciacion de Nei (1978).

Poblaciones Tamario

Recolonizadas Muestra Fis Frr Fst Nem
Her2(95-2001) 82 05617 06765 02620 0,7044
E17(97-2001) 101 04378 07960 086371 0,1424
E38{94-2000) 87 -0,0056 0,1631 00,1678  1,2403
E29{94-2000) 85 00576 0090 00407 58916

El nimero efectivo de migrantes (N.m) en las cuatro poblaciones recolonizadas,
presentd en general valores menores a los obtenidos para los otros grupos de poblaciones
estudiados (poblaciones testigo y poblaciones manipuladas). En tres de las cuatro poblaciones
recolonizadas, este indicador se mantuvo por debajo del promedio para este grupo (Nem
promedio =1,99), y de los valores obtenidos para los otros grupos de poblaciones (Cuadro 6, 10
y 14). En las poblaciones recolonizadas, la migracion de variantes genéticas y su permanencia
en frecuencias similares a lo largo del tiempo fue menor a la presentada por los otros grupos de
poblaciones. Esto sugiere que, a pesar de ser muestras tomadas en el mismo sitio, no
necesariamente son el reflejo de la poblacién original.

Los resultados de analisis de contingencias para el cambio en las frecuencias alélicas,
indicaron una variacion significativa en las muestras tomadas antes del periodo de extincion y
posterior a la recolonizacion. En tres de las cuatro poblaciones de este grupo se observaron
cambios significativos a lo largo del tiempo, en las variantes amplificadas para el locus PV-
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ctt001 (Cuadro 7). Este ultimo presentd un mayor numero de alelos en las poblaciones
recolonizadas y también para el resto de grupos de poblaciones. Los valores obtenidos,
confirmaron que los eventos de extincidon y recolonizacion representan un factor importante al
considerar la diferenciacion y el cambio temporal de la variabilidad genética interna de las
poblaciones de frijol Lima del Valle Central.

En resumen, tres de las cuatro poblaciones que presentaron eventos de extincion y
recolonizacion disminuyeron el numero de alelos efectivos presentes en ias muestras anteriores
al periodo de extincion local. En algunos casos se dio un cambio importante en las variantes
alélicas observadas, pero mas frecuentemente se observé una disminucion de los alelos menos
abundantes para los loci polimérficos. La heterocigosis observada no presentd un patron claro
de variacion temporal en las poblaciones recotonizadas. No asi el indice de fijacidn y la
heterocigosis esperada los cuales tendieron a disminuir a lo largo del tiempo con pocas
excepciones en cada caso. La diferenciacion genética interna de las poblaciones presenté un
patrén claro de variacion temporal y alcanzoé valores mas altos que el resto de poblaciones no
pertenecientes a este grupo de poblaciones. Se observd ademas, una reducida migracion, a lo
largo del tiempo, de la diversidad genética presente dentro de las poblaciones que atravesaron

periodos de extincion y recolonizacion.

Cuadro 7. Valores de x2 para el analisis de contingencia correspondiente a los cambios en las
frecuencias alélicas para cada locus, en las poblaciones recolonizadas. Se indica en cuales casos la
variacion fue significativa.

‘Poblaciones Loci

Recolonizadas PV-ctt001 PV-at004 PV-at006
Her2(95-2001) 33,7184 0,1886 e
E17(97-2001) 100*+ 2,2134 v
E£38(94-2000) 25,0884 3,2208 -
E29(94-2000) 2,0984 3,5616 >
“*Pe 0,001,

Poblaciones testigo. En el grupo de poblaciones testigo se compard la variacion genética
presente dentro de las poblaciones que mantuvieron eventos reproductivos constantes a lo
largo de los cinco anos de censos. Las muestras tomadas durante 1995, fueron comparadas
con otras tomadas durante el afio 2000 para las mismas poblaciones, tratando de mantener una
distancia temporal entre muestras similar a la conservada para las poblaciones recolonizadas.
La mayoria de estas poblaciones mantuvieron presentes los mismos alelos en ambas
muestras, pero las frecuencias de estos presentaron algun grado de variaciéon en el tiempo
(Cuadro 8). En las poblaciones J11 J58 y EB8, se incrementd |a frecuencia de los alelos poco
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abundantes para el locus PV-at004. Para el locus PV-cttO01 se observé disminucion en la
frecuencia de alelos poco abundantes lo largo del tiempo en las poblaciones J58, E25 y E88,
asimismo en el locus PV-at006 para la poblacién E25. En la poblacion £25 se observo la
pérdida por completo de alelos con frecuencias bajas y que estaban presentes en la muestra
tomada durante el afo 1995. Por el contrario, en la poblacidn J11 aparecio en una frecuencia
importante, un nuevo alelo no registrado en la muestra correspondiente al inicio del periodo de
censos (Cuadro 8). Las poblaciones J11 E25 y EB88 presentaron desequilibrio en las
frecuencias genotipicas segun el modelo de Hardy-Weinberg para el locus PV-ctt001,
principalmente en las muestras correspondientes al afio 2001 (Cuadro 8).

E! numero efectivo de alelos no presentd variacion significativa en dos de las
poblaciones testigo (poblaciones E88 y J58 respectivamente). Este indicador de la diversidad
genética disminuyd en la poblacion E25 a lo largo del tiempo y tendié a incrementarse en la
poblacion J11, acorde con los cambios observados en las frecuencias alélicas y en la aparicion

o pérdida de variantes genéticas (Cuadros 8 y 9).

Cuadro 8. Frecuencias alélicas y ndmero de individuos amplificados para cada locus (n) en las
poblaciones testigo. Se resaltan los loci que presentaron desequilibrio de Hardy-Weinberg (**=P<0,05).

Foblacion Ricios Aelos Tocl
Testi PV-ctt001 PV-Ct001  PV-at004  PV-at006
1 A A 016000 000 700000

B 1,00000 B 084000  0,30000

n n 25+ L pL]
e A D, 15388 X i) ;

a 0,84615 B 095652 039130

Fl ® n B ’_ 23
51585 3 B,64000 R 080588 0,00000 T

B 0,36000 B 010417  0,10000

c c

n bl n 24 - 7
“EBB-1995 R B, 62000 A oo OO 10000

B 0,42000 B 080000 042000

c 0,54000 c 0,18000

n 5 n P B %

El indice de fijacion indicé la deficiencia de heterocigotos en la mayoria de las muestras
tomadas, con excepcion de aquellas correspondientes a las poblaciones J11 y J58, ambas
correspondientes al afio 1995. En estas dos muestras, se presentd un excedente de
heterocigotos con respecto a los esperados, segun €l modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg
(Cuadro 9). En general se observd una deficiencia de heterocigotos en la mayoria de las
muestras tomadas para este grupo de poblaciones. En todas las poblaciones 10s niveles de
endogamia aumentaron durante el pericdo de observacion, coincidiendo con una disminucion a

lo largo del tiempo en el numero de heterocigotos observados con respecto a la heterocigosis



esperada segun el modelo de Hardy-Weinberg, para ambas muestras en cada poblacion. Los
niveles observados de heterocigosis disminuyeron a lo largo del tiempo en las poblaciones J58
y E25. Asimismo, la heterocigosis calculada a partir de las frecuencias alélicas presentd una
reduccion a lo largo del tiempo en las poblaciones ES8, J58 y E25. al comparar ambas muestras
tomadas para cada poblacién (Cuadro 9).

Cuadro 9. Descriptores de la variacion genética (promedio y error estandar) para las poblaciones testigo.
Los valores presentados comresponden a ne =numero efectivo de alelos, Obs_Het =heterocigosis
observada, Exp_Het =heterocigosis esperada segun el calculo de |as frecuencias alélicas y f =indice de
fijacion o endogamia obtenido mediante la formula: (He-Ho)/He.

Poblacidn Testigo ne Obs_Het Exp_Het f
J11-1995 ~Promed 1.0802 0.0800 00718 20 1364
St. Error 0,0893 0,0800 0,0718
J11-2001 Promed 1,3639 0,1200 0,2343 05715
St. Error 0,2091 0,1200 0,1253 04286
E86-1995 Promed 1.5650 0.2133 03113 02112
St. Error 0,3267 0,1572 0,1614 0,5626
EB8-2001 Promed 14788 02267 0,2770 0,2620
St. Error 0,2743 0,1881 0,1463 0,4935
J58-1903 Promed 13173 0,2179 0.2150 0.0525
St. Error 0,1741 0.1095 0.1131 0,1294
J58-2001 Promed 1.3335 0.1449 0,1907 0,1122
St. Error 0,2893 0,1045 0,1502 0,1577
F25.1995 Promed 1,4210 0,1200 0,2615 0.3044
St. Error 0,2364 0,0611 0,1244 0,2636
£25-2000 Promed 1.1497 0,0539 0,1248 0,5550
St. Error 0,0749 0,0352 0,0624 0,2217

La diferenciacion genética en el tiempo (Fg1) para ias poblaciones testigo (Cuadro 10),
fue menor a aquella mostrada por las poblaciones que experimentaron procesos de extincién y
recolonizacién (poblaciones recolonizadas, Cuadro 6). En el grupo de poblaciones testigo,
menos del 10% de la variacién es debida al cambio en la estructura genética de las poblaciones
a lo largo del tiempo (Cuadro 10). Sclamente en la poblacién E25 se presentd un valor de Fgr
superior a 0,1, al compararse las muestras correspondientes a 1995 y 2001. En esta poblacion
se observo una pérdida de la variacion existente a lo largo de los cinco afios de estudio,
(Cuadro 9). No obstante, en esta poblacion la disminucion en el nimero efectivo de alelos y en
los niveles de heterccigosis se incremento después de ser sometida a la eliminacion de todos
los individuos presentes, llevada a cabo en el 2001 como parte del experimento de
manipulacién realizado en esta y en otras poblaciones (Cuadros 9 y 13). En la poblacién E25
los valores de Fgr se incrementaron en mas del doble, durante un solo ciclo anual, al comparar
las muestra tomadas antes y después de la perturbacién y la muestra tomada en el afio 1995



(Cuadro 10). Los valores de Fig y Fir s mantuvieron superiores a cero en todas las poblaciones
testigo. El flujo de genes (N.m) en las poblaciones testigo supero los valores obtenidos para las
poblaciones recolonizadas (Cuadros 10 y 6). Las poblaciones testigo presentaron en promedio
una mayor migracion efectiva con respecto a las poblaciones recolonizadas (Nem promedio
=4,31). Los resultados mostraron que las poblaciones testigo mantienen tamafos efectivos,
tasas de migracion o ambos, entre dos y nueve veces mayores a los presentados por

pobiaciones que atraviesan por perturbaciones constantes.

Cuadro 10. Estimacion de la diferenciacién genética intra-poblacional para las poblaciones testigo.
Estadisticas F y el flujo genético (Nem) calculado a partir del indice de diferenciacion de Nei (1978).

Poblaciones Tamario

Testigos Muestra Fis Frr Fst Nem
J11(95-2001) 100 0,3333 0,3737 0.0605 3,8793
E88(95-2001) 100 0.2368 0,3025 0.0880 2,6560
J58(95-2001) a8 0,0864 0,104 0,0263 9,2605
E25(95-2000) 99 05418 0,5682 0,0578 40754
E25(85-2001) 98 0,4767 0,5449 00,1303 1,6680

El analisis de contingencia revelé cambios significativos en las frecuencias alélicas de la
mayoria de las poblaciones testigo (Cuadro 11). Estas variaciones no siguieron ningln patron
en particular segun lo observado en ios Cuadros 8 y 9 para las frecuencias alélicas y el nimero
efectivo de alelos respectivamente. Se presenté tanto la disminucion como el aumento en el
numero efectivo de alelos y en los alelos menos abundantes para los loci PV-ctt001 y PV-at004.
A pesar de estos cambios, en general las poblaciones testigo mantuvieron ios mismos alelos
dentro de cada poblacion en un lapso de cinco afos. La diferenciacion genética y la pérdida de
alelos efectivos no fue un fenomeno tan concluyente en las poblaciones de frijol Lima que
completaron con éxito todos sus ciclos reproductivos, como si lo fue en las poblaciones

recolonizadas.

Cuadro 11. Valores de ¥° para el andlisis de contingencia correspondiente a los cambios en las
frecuencias alélicas para cada locus, en las poblaciones testigo. Se indica en cuales casos la variacion fue
significativa.

Poblaciones Loci

Testlg 0S PV-ctt001 PV-at004 PV-at006
J11(95-2001) B aid 4887 =
E88(95-2001) 27,58*** 2.85 o
J58(95-2001) 3,3516 2,2442
E25({95-2000) 8,9964** 0,8 1,01
E25(95-2001 15,4644 8,526 0,9898

< 0,05; ™" P<0,001.

38



Poblaciones manipuladas. En este caso se provecé un pericdo de maxima mortalidad o
extincidén local en un grupo de cinco poblaciones con caracteristicas demograficas similares a
las poblaciones testigo. El disefio del experimento consistié en eliminar todos los individuos
presentes en la poblacién antes que estos iniciaran un nuevo ciclo reproductive. Se comparo el
material recolectado antes de la manipulacién, con el de los individuos que se establecieron en
el trascurso del afio siguiente. Eventos similares a éste son frecuentes en las pobiaciones de
frijol Lima del Valle Central de Costa Rica (Rocha ef al. 1997, Barrantes 2003).

En estas poblaciones se presentaron cambios en la frecuencia de alelos presentes
antes y después de la manipulacion (Cuadro 12). En las poblaciones Km15 y E25 disminuy6 |a
variacién geneética y algunas varianies poco abundantes en las recolectas iniciales no se
enconiraron en las muestras posteriores a la manipulacién. Las poblacidn KmS3 mantuvo los
mismos alelos en ambas muestiras, en la poblacién E104 se dio tanto la pérdida como la
aparicion de nuevas variantes, y en |la poblacién Km&1 se incrementé la diversidad genética al
aumentar |a frecuencia del alelo menos abundante para el locus PC-ctt001.

Cuadro 12. Frecuencias alélicas y numero de individuos amplificados para cada locus (n) en las
poblaciones manipuladas. Se resaltan los loci que presentaron desequilibrio de Hardy-Weinberg
(**=P<0,05).

Poblacion Alelos Loci Poblacién Alelos Loci
Manipulada PV-ctt001 PV-at004 PV-atoo6 Wl Manipulada PV-cttD01 PV-atd04 PV-at006
Km51-2000 A 0,86000  +4,00000 # Km51-2001 A 086364  1.00000

B 0,38000 014000 B 0,50000  0,13836

c 0,62000 c 0,50000

n 25 25 25 _ n 22" 22 22
Km15-2000 A 0,95833  1,00000 ¥ Km15-2001 A 1,00000  1,00000

B 0,04167 B

c 4,00000 c 1,00000

n 24 24 24 n 18 21 20
Km53-2000 A 0,02083 092000 1,00000 7 Km53-2001 A 004348 098000  1,00000

B 0,89583  0,08000 B 0,89130  0,02000

c 0,06250 c 0,04348

D 0,02083 D 0,02174

n 24 25 25 n 23 25 23
E104-2000 A 1,00000 097826  1,00000 £ E104-2004 A 054118  1,00000 0,94444

B 0,02174 ] 0,05556

c o]

D D

E E 0,05882

n 22 23 22 n AP 18 18°
E25-2000 A 0,89583 090000  1,00000 §E25-2001 A 095833  1.00000  1,00000

B 0,10417  0.10000 . B 0,04167

c c

n 24 25 25 n 24 24 24




Las poblaciones E104 y E25 fueron cortadas de forma parcial permitiendo la
reproduccion de una pequefia porcion de las mismas. En estas dos poblaciones se observaron
cambios mayores en el numero de alelos presentes y la frecuencia de los mismos
respectivamente, en comparacién con aquellas poblaciones que fueron cortadas en su totalidad
(Cuadro 12). A pesar de ello en una de estas poblaciones (E25) diminuy6 la variacion genética,
mientras que en [a otra (E104) se presentd un incremento en las frecuencias de nuevos alelos.
Las variaciones observadas en las frecuencias alélicas de las poblaciones manipuladas indican
que estas no siguiercn ningun patrén en particular.

El numero efectivo de alelos reportado en las poblaciones manipuladas mantuvo
valores muy similares para las muestras tomadas antes de la perturbacion con respecto a ias
poblaciones reestablecidas después de la perturbacién (Cuadro 13). En algunos casos se
presentd una tendencia a la disminucién mientras que en otras poblaciones este indice de
diversidad presenté una tendencia a incrementarse a lo largo del tiempo. Sin embargo, la
variacién observada para el numero efectivo de alelos en este grupo de poblaciones, antes y
después de la manipulacion, fue menor a la que presentaron poblaciones de los otros grupos

analizados {poblaciones recolonizadas y poblaciones testigo).

Cuadro 13. Descriptores de la variacion genética (se indica el promedio y error estandar) para las
poblaciones manipuladas. Los valores presertados corresponden a: ne =nimero efectivo de alelos,
Obs_Het =heterocigosis observada, Exp_Het =heterocigosis esperada segin el calculo de las frecuencias
alélicas y f =indice de fijacién o endogamia por deficiencia de heterocigotos calculado segun: (He-Ho)/He.

::?J“'é" ne Obs_Het  Exp_Het 1
‘Eﬁ% . Promed 14026 0,1067 0.2422 0,3762
St. Error 0,2608 0,0874 0,1388 0,5390
Km&1-2001 Promed 1,4360 0.0606 0,2509 0,6141
St. Error 0,2957 0,0606 0,1478 0,3860
Km15-2000 Promed 1,0289 0,0278 0,0272 -0,0435
St. Error 0,0289 0,0278 0,0272 ~
Km15-2001 Promed 1 0 0 -
St. Error 0 0 0 _
Km33-2000 Promed 1,1371 00811 01157 0.2403
St. Error 0,0712 0,0462 0,0594 0,3273
Km&3-2001 Promed 1,0976 06,0713 0,0819 0,0579
St. Error 0,0781 0,0526 0,0630 0,0783
F104-2000 Promed 1.0148 0.0145 0.0145 -0,0222
St. Error 0,0148 0,0145 0,0145 i
E104-2001 Promed 1.0806 0 0,0740 1
St. Error 0,0404 0 0,0371 0
E25-3000 Promed 1,1497 0,0539 0.1248 0.5550
St. Error 0,0749 0,0352 0,0624 0,2217
E25-2001 Promed 1,0289 0,0278 0,0272 -0,0435

St. Error 0,0289 10,0278 0,0272 i
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En general se observé una deficiencia en el nimero de heterocigotos reportados para
cada una de las muestras tomadas en el grupo de poblaciones manipuladas. Esto se evidencio
en la obtencién de indices de fijacidn superiores a cero en la mayoria de poblaciones. (Cuadro
13). Unicamente se presentaron valores de fijacion negativos en las muestras tomadas para las
poblaciones Km15, E104 y E25 correspondientes al afio 2000 y 2001 para la poblacion E25.
Esta deficiencia de heterocigotos aumentd en las poblaciones Km51, Km15 y E104 luego de
realizada la manipulacién.

La heterocigosis observada para |las poblaciones manipuladas disminuyd en todos los
casos al comparar las muestras tomadas antes y después de la perturbacion {(Cuadro 13).
Asimismo, en las muestras tomadas postericres a |la recuperacion de [as poblaciones cortadas,
la heterocigosis esperada con base en el modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg, disminuyo
en tres de 1as cinco poblaciones de este grupo (Cuadro 13). Solamente la poblacion E104
presento un claro aumento en la heterocigosis esperada con base en el modelo de equilibrio de
Hardy-Weinberg, mientras que la poblacion Km51 mantuvo valcres similares en las muestras
tomadas antes y después de la perturbacién. Como consecuencia, el indice de fijacion y la
fijacion de alelos se incrementd posterior @ la manipulacion en tres de las poblacicnes
manipuladas (Km51, E104 y Km15 respectivamente) mientras que solamente vieron disminuido
su valor aquellas poblaciones que aumentaron el ndmero efectivo de alelos en las muestras
posteriores a la manipulacion (Cuadro 13). Las muestras correspondientes al afio anterior a la
manipulacion en este grupo de poblaciones presentaron en general valores de heterocigosis
menores a los correspendientes para el mismo pericdo de muestreo en el grupo de poblaciones
testigo (Cuadros 9 y 13).

La diferenciacién genética (Fst) en las dos muestras tomadas para cada poblacion
manipulada fue pequefa, en comparacidn con los otros grupos de poblaciones analizados
(Cuadro 14). Las poblaciones E25, E104 y Km15 registraron los valores de Fgr més altos dentro
del grupo de poblaciones manipuladas Sin embargo, con excepcién de la poblacién E104, las
poblaciones manipuladas presentaron indices de diferenciacion genética (Fsr) infericres a los
observados para las poblaciones testigo. En las poblaciches E104 y E25, en las cuales no se
cortaron todos los individuos, los sitios fueron recolonizados con el aporte del banco de semillas
depositado en anos anteriores y ademas la contribucién per parte de la reproduccién de los
individuos de una pequeria fraccién de la poblacién que no fue cortada, Las poblaciones Km53
y Km51 mantuvieron una estructura genética similar a la presente originalmente en las muestras
tomadas antes de la manipulacién. Estas dos poblaciones fueron también las que presentaron
un mayor numere variantes alélicas (Cuadro 12). Los valores obtenidos para Fg y Fir fueron
superiores a cero con excepcién de la poblacion Km15 (Cuadro 14). En el grupo de poblaciones
manipuladas los cambios presentados en la estructura genética posteriores a la perturbacién de
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las poblaciones correspondieron a menos del 4% de la variacion presentada en las muestras
tomadas antes y después de la manipulacion.

El flujo genético (N.m) en el grupo de poblaciones manipuladas fue mayor al observado
en los otros grupos de poblaciones (N.m promedio =17.98), pero el mismo se mostrd muy
variable dentro de las mismas poblaciones que conforman este grupo (Cuadro 14). Las
poblaciones cortadas parcialmente (E25 y E104) reportaron los valores mas bajos con respecto
al resto de poblaciones manipuladas. pero estos fueron en general mayeres a los observados
en los grupos de poblaciones (poblaciones testigo y recolonizadas). Como consecuencia, no se
dieron cambios estadisticamente significativos en las frecuencias génicas de las poblaciones
manipuladas (Cuadro 15). Solamente la poblacién E25 mostré variacion significativa en el locus
PV-at004. En el resto de poblaciones manipuladas, los cambios en la diversidad genética
presente no fueron lo suficientemente grandes para ser considerados estadisticamente
significativos.

Cuadro 14, Estimacion de la diferenciacion genética intra-poblacional para las poblaciones manipuladas.
Estadisticas F y el flujo genético (N.m) calculado a partir del indice de diferenciacién de Nei (1978).

Poblaciones Tamaific

Manipuladas Muestra Fis Frr Fst Nem
Km&51(2000-2001) 94 06528 06562 0,0099 25,1295
Km15(2000-2001) 87 -0,0435 -0,0213 0,0213 11,5000
Km&53(2000-2001) 97 02122 0,2176 0,0069 35,8376
E104({2000-2001) 81 07944 00,7987 0,0258 9,4467
E25(2000-2001) a7 0,4504 00,4671 0,0304 7,785

En resumen, el grupo de poblaciones manipuladas presentd una mayor migracion de
variacion genética preexistente a la perturbacion, con respecto a lo observado para los otros
grupos de poblacicnes (poblaciones testigo y recolonizadas). Se registré una reduccién en el
numero de heterocigotos y un incremento en la fijacion de alelos en la mayoria de las
poblaciones manipuladas, posteriores a la perturbacion. Pero el ndmero efectivo de alelos y
como consecuencia la diversidad genética interna de las poblaciones, no mostrd cambios
significativos a corto plazo. Asimismo, se presentd poca diferenciacién en estructura genética
interna de las poblaciones manipuladas, a pesar de la perturbacion provocada.

Discusién
En este estudio se evallan los cambios que acontecen en la variacién genética de

poblaciones silvestres de Phaseolus lunatus en el Valle Central de Costa Rica, después de la
incidencia de perturbaciones que afectan la reproduccién y la dinamica poblacional. La
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informacion demogréfica recolectada para las poblaciones presentes en el Valle Central sugiere
una estructura de metapoblaciones, evidenciada por la ocurrencia de frecuentes eventos de
extincion local y recolonizacion (Degreef et al. 1997, Rocha et al. 1997. Degreef 1898, Rocha et
al. 2002). Los resultados de este estudio revelan una compleja dindmica en la estructura
genética interna de |as poblaciones estudiadas, la cual incluye la pérdida y ganancia de alelos.
Estos resultados no sugieren ni descartan la posibilidad de intercambio genético entre las
poblaciones, por medio de la migracion de polen o de semillas.

Cuadro 15. Valores de xz para el analisis de contingencia correspondiente a los cambios en las
frecuencias alélicas para cada locus, en las poblaciones manipuladas. Se indica en cuales casos la
variacién fue significativa.

‘Poblaciones Loci

Manipuladas PV-ctt001 PV-at004 PV-at006

KmB51(2000-2001) 13724 = s

Km15{2000-2001) - 1,917 -

Km53({2000-2001) 0,3102 1,89 -e-

E104(2000-2001) 2,424 0,902 2,288
1,3824 5,1548* ---

E25!2000-20011
P<005.

Los niveles de diferenciacion genética (Fsr) obtenidos al comparar de manera general
las muestras de distintas poblaciones recolectadas durante el periodo de 1994-95 y las
recolectadas para las mismas poblaciones durante el periodo 2000-01, coincidieron con los
reportados en la literatura para especies de hierbas perennes con sistemas de cruzamiento
autégamo o mixto, y con los reportados para plantas anuales predominantemente autégamas,
respectivamente (Hamrick y Godt 1989, Heywood 1991). El aumento a nivel temporal en los
indices de diferenciacién genética entre pobiaciones, refleja el efecto que ejercen sobre la
estructura genética de la metapoblacion, los distintos factores que provocan periodos de
extincion local. Los altos valores de diferenciacion genética en el tiempo, pueden ser el producto
de tamanos efectivos bajos durante los periodos reproductivos y de procesos que afectaron de
forma individual a cada una de las poblaciones consideradas.

Morris et al. (2002) estudiaron los cambios en el tiempo de la variacidn genética
presente en distintos estratos del banco de semillas y en poblaciones adultas de la hierba
perenne endémica de Norteamérica Astragalus bibullatus. Los resultados encontrados por los
autores, mostraron también un aumento en la diferenciacion genética entre poblaciones e
inversa a la antigiedad de |las muestras. Los autores proponen que el aparente aumento en la
endogamia y en los cuellos de botella por los que ha atravesado la especie, disminuyeron el
tamano efectivo de las poblaciones e incrementaron la probabilidad de fijacion local de los
alelos presentes. Las variaciones observadas en este caso, constituyeron segun Morris y
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colaboradores (2002), el reflejo de cambios historicos en la estructura genetica de la
metapoblacion. Es decir, estas variaciones son el producto de la reciente fragmentacién del
habitat y la disminucion del intercambio genético entre poblaciones (Morris et al. 2002). El
estudio publicado por Morris et al. (2002) y este estudio, revelan cambios continuos a lo largo
del tiempo en la estructura genética de las poblaciones que integran una metapoblacién. La
diferenciacién genética y la pérdida de diversidad en las poblaciones de una metapoblaciéon
dependerian segun los resultados obtenidos, del contexto en el cual se establezca la especie y
de las condiciones ecolégicas que rodean a cada poblacion.

Diversidad genética en los grupos de poblaciones. Los niveles de variacion genética dentro
de las poblaciones han recibido considerable atencion ya que estos se consideran indicadores
de la viabilidad de la especie y su capacidad de respuesta evolutiva a cambios ambientales
(Hamrick y Godt 1989, Heywood 1991, Vrijenhoek 1994, Newman y Pilson 1897, Cruzan 2001).
El aumento en la endogamia y la reduccién en el nimero de alelos a causa de la deriva
genética, pueden ser motivos de pérdida de viabilidad. Lo que puede ser debido, entre otras
causas, a la fijacion de alelos deletéreos o por la pérdida de las ventajas adaptativas que
representa la heterocigosis (Ellstrand y Elam 1883, Newman y Pilson 1987, Richards 2000,
Cruzan 2001).

El analisis de los indicadores utilizados para cuantificar la variaciéon genética interna de
las poblaciones estudiadas de P.lunatus, sugiere que tanto la cantidad de perturbaciones, como
el tiempo transcurrido entre muestreos, influyeron en la magnitud de los cambios observados en
las frecuencias alélicas y en el numero de alelos presentes en la poblacién. La incidencia de
perturbaciones en las poblaciones recolonizadas incrementé en magnitud la variacion
presentada en las frecuencias alélicas e hizo més frecuente la pérdida o ganancia de alelos en
estas poblaciones y en las poblaciones manipuladas, con respecto al grupo de testigos. Estas
variaciones en las frecuencias alélicas fueron mayores para el grupo de poblaciones
recolonizadas. En todos los grupos estudiados, la diversidad genética encontrada fue distinta
para cada locus. La aparicién de nuevas variantes alélicas, no registradas en las primeras
muestras recolectadas, ocurrié en varias de las poblaciones pertenecientes a los tres grupos de
poblaciones estudiados. Sin embargo, en la mayoria de los casos se observé una tendencia a la
pérdida de variabilidad genética a lo largo del tiempo. La pérdida de variantes genéticas se
manifesté en la disminucion del numero de alelos efectivos y de las frecuencias de los alelos
poco abundantes, y esto fue mas comun para las poblaciones recolonizadas. La pérdida de
diversidad, al considerar la disminucidn a lo largo del tiempo de la abundancia de heterocigotos
dentro de cada poblacién. fue mayor en las poblaciones testigo y en segundo lugar en las
poblaciones manipuladas, en comparacién con el grupe de poblaciones recolonizadas. Empero,
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los valores de Fis y Fir obtenidos, sugieren una deficiencia genseral en ias frecuencias
genotipicas de heterocigotos, y confirman la presencia de endogamia en las poblaciones
estudiadas de frijol Lima en el Valle Central.

La disminucién de los niveles de heterocigosis observada en gran parte de las
poblaciones de frijol Lima del Valle Central resultd en valores altos en los indices de fijacion.
Cabe destacar, que el locus con un mayor numero de alelos fue también el que mostrd un
mayor desequilibrio de Hardy-Weinberg. El indice de fijacion en el grupo de poblaciones
testigos y en las poblaciones manipuladas mantuvo una tendencia a aumentar de un periodo de
muestreo ai siguiente. No obstante, |a incidencia de perturbaciones o cuellos de botella no
parece tener relacién con la falta de equilibrio genético en las muestras recolectadas para
ambos grupos. Tampoco se observd una relacion directa entre el aumento en el indice de
fijacién y la incidencia de perturbaciones en las poblaciones recolonizadas. Por el contrario
estas poblaciones aumentaron los niveles de heterocigosis en las muestras posteriores a la
recolonizacioén de los sitios, a pesar de la reduccién en las frecuencias de los alelos menos
abundantes. Sin embargo, el grupo de poblaciones sometidas a una perturbacion aislada
(poblaciones manipuladas) no se siguié este mismo patron. Los grupos de poblaciones testigo y
poblaciones manipuladas aumentaron los niveles de endogamia a lo large del tiempo,
provocando un aumento en los indices de fijacién. En el grupo de poblaciones recolonizadas la
heterocigosis observadas no presentd un patrén claro de variacién. Mientras que en las
poblaciones manipuladas, tanto esta como la heterocigosis calculada a partir de las frecuencias
alélicas, mostraron una clara tendencia a disminuir en las muestras tomadas posteriores a la
perturbacion. En todos los grupos de poblaciones, la disminucion o &l aumento en el nimero
esperado de heterocigotos coincidid con la pérdida o ganancia de alelos a lo largo del tiempo.
Este fue el caso de las poblaciones E29, E38, J11, E25 Km15 y E104. No obstants, los cambios
observados en el numero efectivo de alelos (ne) para los distintos grupos de poblaciones, no
coincidieron con ia variaciéon observada con respecto a la heterocigosis promedio. En general, el
numero efectivo de alelos disminuyd en el grupo de poblaciones recolonizadas, coincidiendo
con la reduccidn y fijacion en las frecuencias de los alelos presentes. Sin embargo, para los
grupos de poblaciones testigo y poblaciones manipuladas, este indicador no presentd ningln
patrén general que sugiera el aumento o disminucion en el tiempo de la diversidad genética
presente en las poblaciones.

En un trabajo anterior realizado con isoenzimas &n las poblaciones de frijol Lima
presentes en el Valle Central de Costa Rica, Maquet et al. (19968) reportaron valores menores
en ios niveles de heterocigosis propuestos para este estudio (Ho<<0,02). La diversidad
reportada por los autores (H= 0,146 para la especie y H= 0,029 para poblaciones) presenta
similitud con los resultados obtenidos en este estudio para la heterocigosis. Sin embargo, la
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diferenciacién entre las poblaciones estudiadas (Gsr= 0,803) resultd ser considerablemente
mayor a lo reportado en este estudio para los indices de diferenciacion entre poblaciones (Fsr).
Resultados similares (Ho= 0,008 y Fsr= 0,444) a |los presentados por Maquet et a/. (1996) y por
este estudio, fueron obtenidos por Bi-Irié (1999). Estos autores concuerdan en afirmar que las
poblaciones silvestres de frijol Lima en el Valle Central de Costa Rica son predominantemente
enddgamas, con niveles de autogamia en términos de especie, cercanos al 90%. Asimismo
coinciden en la necesidad de hacer énfasis en los patrones espaciales de las poblaciones y su
relacion con la diferenciacion de la variacién genética observada. Al respecto Bi-Irié {1999)
encontré que ios polimorfismos genéticos dentro de las poblaciones, se distribuyen de forma no

aleatoria.

Diferenciacion genética en el tiempo. En el grupc de poblaciones recolonizadas, ia alta
incidencia de perturbaciones origind un mayor cambio en las frecuencias alélicas a lo largo del
tiempo y la pérdida de alelos efectivos. Las poblaciones que atravesaron ciclos de extincion y
recolonizacién presentaron los mayores valores de diferenciacion genetica al comparar las
muestras tomadas antes de las perturbaciones con las muestras tomadas de esas mismas
poblaciones después de recolonizados los sitios. En general, los indices de diferenciacion
genética (Fg1) en estas poblaciones sobrepasaron el umbral de 0,1 considerado para
poblaciones con altas tasas de exocruzamiento (con excepcidn de la poblacidn E29); y
alcanzaron valores similares a los reportados por Hamrick y Godt (1989) y Heywood (1991)
para especies de plantas con habitos reproductivos predominantemente autégamos. En este
caso, los resultados obtenidos sugieren que las poblaciones restablecidas en afos posteriores a
un periodo de extincidn local, no necesariamente representan la estructura genética de la
poblacién que previamente ocupé dicho sitio. Los resultados parecen indicar que el banco de
semillas a partir del cual dicho sitio fue recolonizado, cambi6é su composicién genética a través
del tiempo. Este reservorio de germoplasma es posiblemente la principal fuente de plantas para
restablecer poblaciones que experimentan severas perturbaciones locales y permite la
permanencia de las poblaciones de frijol Lima del Valle Central (Degreef ef al. 1997, Degreef
1998, Degreef et al. 2002, Barrantes 2003).

El aporte de los eventos reproductivos en las poblaciones recolonizadas se vio reflejado
en los indices de diferenciacion genética de Wright (Fst) ¥ en el nimero efectivo de migrantes
{Nem). La poblacion E17 presentd el mayor grado de diferenciacion genética (Fsr>0,6) y fue la
menos exitosa en alcanzar los Ultimos estadios fenolégicos y producir semillas. A esto se le
podria agregar la mayor duracion en su periodo de inactividad, 1o cual sugiere un desgaste
mayor en el banco de semillas depositado previamente por la poblacion en dicho sitio. Se
podria esperar que la degradacién del banco de semilias del suelo en esta poblacion esté
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ocurriendo desde antes del inicio de este estudio, como consecuencia de perturbaciones que
afectaron su viabilidad y su frecuencia reproductiva en afios anteriores a los censos. La
poblacion Her2 (Fsr>0,25), presentd un pico en la actividad reproductiva previo al periodo de
extincion local. Pero la cantidad de individuos que llegaron a producir semillas fue minima
(solamente 1 individuo registrado). A este hecho se le suma un numero muy reducido de
individuos en los eventos reproductivos posteriores a la recolonizacion del sitio lo cual
contribuy6 posiblemente a incrementar la deriva genética y diferenciacion gensética en la misma
poblacién. La poblacién E38 (Fst> 0,15) mostrd, con respecto a la Her2, un mayor éxito
reproductivo posterior a la recolonizacion. Mas de 20 individuos produjeron y dispersaron
semillas en esta poblacion (Apéndice 1). Finalmente, la poblacién recolonizada con mayor éxito
reproductivo (E29), fue también la que presentd menor variacién en sus frecuencias alélicas y
un nivel de diferenciacién menor (Fs1<0,1). En sintesis, las poblaciones que se restablecieron
posterior al periodo de extinciéon local no son muestras representativas de las poblaciones
presentes antes del afio 1985. La frecuencia y abundancia de los eventos reproductivos en
estas la poblaciones, se encontraron estrechamente relacionados con la pérdida en la
capacidad de mantener la variacidon genética interna a través del tiempo, como una
consecuencia de |la no-renovacion del banco de semillas.

El grupo de poblaciones testigos presentd valores moderados de diferenciacion en su
estructura genética a través del tiempo (Fsr promedio <0,1). Si bien en este caso el indice de
diferenciacion genética (Fst) sugiere una baja tasa de cambio en |a diversidad genetica interna
(numero de alelos y heterocigosis), el analisis de contingencia realizado indicé que estos
cambios, aunque pequefios, fueron significativos. Por otro lado, debido a que los alelos mas
frecuentes son compartidos por la mayoria de las poblaciones en frecuencias similarmente altas
y que estos alelos tienden a ser mayormente representados en las progenies de las
poblaciones, el indice de diferenciacién genética Fgr puede estar subestimando en este caso, el
impacto que sobre la variabilidad genética poblacional causa la pérdida de los alelos menos
frecuentes. Por su caracter aleatorio, las variaciones observadas en las frecuencias alélicas de
estas poblaciones podrian ser consideradas como una posible consecuencia de la deriva
genética dentro de la mismas, 0 bien que estas aun no alcanzan su estado de equilibrio
(Whitlock y McCauley 1990, Mariette et al. 1997, Austerlitz et al. 2000). Esta tendencia podria
desembocar en la fijacién o pérdida de algunos alelos en un periodo de tiempo mayor al
estudiado.

En el grupo de poblaciones manipuladas, el cambio en la estructura genética interna de
cada una de las poblaciones analizadas fue minimo. Las poblaciones reestablecidas después
de la perturbacién fueron muy similares en su estructura genética a aquellas eliminadas en la
generacion anterior. En este caso, os valores de Fsr se mantuvieron similares a los reportados
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en la literatura para poblaciones exdgamas, [0 cual sugiere una alta tasa de migracién de genes
entre {as muestras tomadas para este grupo de poblaciones (Hamrick y Godt 1989, Heywood
1991). La presencia de mayor diferenciaciéon en las poblaciones E104 y E25 puede deberse en
parte a una sobre expresion de la variacion presente en los grupos de individuos no cortados
durante la manipulacion, Bi-Irié (1999) encontrd que los polimorfismos genéticos dentro de las
poblaciones de frijol Lima del Valle Central no se distribuyen de forma homogénea dentro de las
poblaciones. Los valores obtenidos para el numero efectivo de migrantes (N.m) en las
poblaciones manipuladas, revelaron que una importante fraccion de la variacion genética de las
poblaciones de frijol Lima puede ser recuperada por el banco de semillas depositado en afios
anteriores a la ocurrencia de alguna perturbacion, periodo de extincion local 0 ambos. Sin
embargo se debe considerar que este Ultimo grupo, representa a poblaciones que ven
interrumpidos sus periodos reproductivos con muy poca frecuencia.

El trabajo realizado en las poblaciones testigo y en el grupo de poblaciones
manipuladas confirmo la importancia del banco de semillas, depositado afios atras, en mantener
o reestablecer la estructura genética original de las poblaciones. No obstante, en las
poblaciones testigo, el andlisis de heterogeneidad mostrdé que en las poblaciones de P.lunatus
del Valle Central con altas frecuencias reproductivas pueden darse cambios significativas de la
diversidad genética dentro de las mismas. Al comparar muestras tomadas en los mismos sitios
pero con varios afos de separacion, se encontrd variacidn significativa en las frecuencias
alélicas de los loci estudiados. De manera contraria, en el grupo de poblaciones manipuladas, el
cambio en las frecuencias alélicas entre un aflo y otro, después de la manipulacion
experimental, no fue significativo. Sin embargo el potencial amortiguador del banco de semilias
como reservorio de genes, fue muy variable entre las poblaciones de este grupo, asi lo
confirmaron los valores de Ngm.

Dinamica poblacional y variacién genética. El riesgo de sufrir extinciones locales varia entre
especies y entre poblaciones (Stdcklin y Fischer 1999). Varios autores coinciden en advertir que
las poblaciones pequenas son mas propensas a ser afectadas significativamente por procesos
estocasticos y por ende sufrir extinciones locales (Maruyama y Kimura 1980, Hanski et al. 1996,
Stocklin y Fischer 1999). En la mayoria de los casos, el tamafio efectivo de la poblacién no
coincide con el tamafo real de ésta (Loveless y Hamrick 1984). Esto es particularmente
importante al considerar la diversidad genética de las poblaciones, ya que puede existir una
fraccion importante de individuos reproductivos que no participan en la reproducciéon, o bien,
estan poco representados en la progenie. Como consecuencia de ello, se espera que el tamano
efectivo de las poblaciones en los sistemas de metapoblaciones sea considerablemente bajo
dependiendo del nimero de poblaciones y la cantidad de individuos que las conforman (Gilpin

48



1891, Wang y Caballero 1999). Las implicaciones obvias incluyen |la pérdida de variabilidad
genética, tanto en el nimero de alelos como en la heterocigosis (Nei et al. 1975, Gilpin 1991).
Ademas, la diferenciacion genética entre poblaciones tiende a incrementarse (Maruyama y
Kimura 1980, McCauley 1893, Hasting y Harrison 1994). Este parece ser el caso de las
poblaciones silvestres de frijol Lima en el Valle Central. Los resultados obtenidos sugieren que a
medida que aumenta la intensidad y frecuencia de los cuellos de botella, la diversidad
intrapoblacional (cantidad de heterocigotos) disminuye y las variaciones en el nimero de alelos
presentes son mas frecuentes. Empero el panorama general que muestran las poblaciones de
frijol Lima sugiere, que aun aquellas que logran producir semillas cada aho se encuentran
propensas a variaciones en su estructura genética interna por causa de factores aleatorios
externos o bien por que estas aun no alcanzan su estado de equilibrio (Whitlock y McCauley
1990, Mariette ef al. 1997, Austerlitz et al/. 2000).

Los patrones en |a variacién genética de las poblaciones de P.lunatus del Valle Central
sugieren un sistema de metapoblaciones en donde predominan pequefas agrupaciones de
individuos. Distintos autores coinciden gue las poblaciones grandes amortiguan con mayor
facilidad las fluctuaciones rapidas en las frecuencias alélicas (Hollingsworth y Dickson 1987,
Newman y Pilson 1997, Cruzan 2001). Estudios en poblaciones pequefias (0 de tamafios
efectivos pequefios) y geograficamente mas aisladas han demostrado que los niveles de
diferenciacion genetica, pérdida de variabilidad y aumento en ia homocigosis son mayores en
estas, en comparacién con aquellas de mayor tamafo. Principalmente en especies que
atraviesan por cuellos de botella constantes o0 en los casos donde el establecimiento de la
poblacién es dado por unos pocos individuos en sitios aislados (Hollingsworth y Dickson 1997,
Newman y Pilson 1997, Cruzan 2001). Asi también, la capacidad de mantener o incrementar la
variacion genética dentro de ias poblaciones esta estrechamente relacionada con el tamafio que
estas mantengan y las tasa de intercambio genético con poblaciones vecinas (Hollingsworth y
Dickson 1997, Cruzan 2001). En resumen, el aislamiento genético combinado con el reducido
numero de individuos caracteristicos de las poblaciones de frijo! Lima, indica que estas se
encuentran mas expuestas a sufrir pérdida de alelos a causa de la deriva genética.

Bajo un escenario similar, Cruzan (2001) determind que la pérdida de variacion en jas
poblaciones geograficamente aisladas de Scutellaria montana era debida a los procesos de
extincidn local y a la pérdida de flujo genético entre poblaciones; esto como una consecuencia
de la fragmentaciéon de su habitat. Rocha ef al. (1997) proponen que !as poblaciones de frijol
Lima en el Valle Central atraviesan por constantes procesos de extincién, fusion y fision.
Adicionalmente la informacién demogréfica recopilada, demuestra que |os procesos de extincion
y recolonizacion en |as poblaciones de F./unatus son frecuentes. Se evidencié, que un nimero
importante de poblaciones no alcanzan a concluir sus ciclos reproductivos (Barrantes 2003).
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Los resultados indicaron que la variacion genética en |las poblaciones que sufren perturbaciones
constantes se ve grandemente afectada si la reproducciéon dentro de las mismas es poca,
posiblemente como consecuencia del agotamiento del banco de semillas del suelo o la
disminucion de su tamario efectivo, sumado a la pérdida de variacién genética por mortalidad de
la poblaciéon vegetativa. Esto confirma la importancia del banco de semilias del suelo y de los
eventos repreductivos frecuentes, en el mantenimiento y conservacion de la variabilidad
genética intrapoblacional.

El flujo genético entre poblaciones (migracién de polen principalmente) ha demostrado
ser un elemento importante en el rescate de la variacién genética y en la prevencién del
distanciamiento genético de las poblaciones que conforman metapoblaciones (Apsit ef al. 2001,
Rocha y Aguilar 2001a, Rocha y Aguilar 2001b). La llegada de semillas desde poblaciones
vecinas incrementa el flujo genético entre estas y puede amortiguar el efecto de las
perturbaciones que reducen la reproduccion (Ebenhard 1991, Thrall et al. 1997, Cain et al.
2000). En otros casos, una emigracion muy alta de semillas puede traer costos reproductivos
adicionales para las poblaciones activas (Ebenhard 1991, Hanski ef a/. 1996). La dispersién de
semillas a largas distancias no ha sido documentada en el frijol Lima del Valle Central. Los
posibles agentes dispersores (mamiferos, aves, viento, agua o insectos) no han sido
identificados con claridad. Estudios anteriores indican que el movimiento de propagulos a
distancias cortas © medias es debido principalimente a la apertura explosiva de las vainas, al
perder estas toda su humedad durante |a estacion seca (Degreef et al. 1997, Degreef 1998, Bi
Irié 1999). Con la informacion recopilada, tampoco fue posible determinar si los cambios
drasticos en las frecuencias alélicas de las poblaciones recolonizadas, fueron una consecuencia
de la migracién de semillas desde poblaciones vecinas, debido a la amplia distribucion de los
mismos alelos entre la mayoria de las poblaciones. Sin embargo la apariciéon de algunas
variantes nuevas, que no se encontraban presentes en las muestras iniciales (poblaciones E17,
E38 y J11 principalmente, y E104 en menor magnitud) no permiten descartar dicha posibilidad.

Varios autores coinciden en afirmar que los bancos de semillas cumplen una funcién
trascendental en la recuperacién de las poblaciones (Stocklin y Fischer 1999, Nunney 2002).
Dependiendo de su tamario, estos actlian como reservorio de |a variabilidad genética ante la
incidencia de cuellos de botella. Reducen el impacto que los cambios estocasticos ejercen
sobre el tamario efectivo de la poblacidn y la variacidn genética; y constituyen una fuente latente
de colonizadores ante extinciones locales (Kalisz y McPeek 1993, Morris ef al. 2002). Debido a
su vulnerabilidad a frecuentes o continuos periodos de baja reproduccion, ias especies anuales
se adaptaron a desarrollar semillas de dormancias variables (Nunney 2002). Esta misma
adaptacion ha permitido a especies que colonizan habitat inestables permanecer en estos por
largos periodos de tiempo. Degreef et al. (1997) proponen que las poblaciones silvestres de
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P.lunatus en el Valle Central, se caracterizan por una alta fecundidad y a su vez por una alta
mortalidad. Su estrategia de colonizacion es oportunista, llegando a ocupar con frecuencia sitios
poco favorables (Degreef et al. 1997). Pero al mismo tiempo, la deposicion de un banco de
semillas le permite a la especie, recolonizar dichas areas luego de atravesar periodos con una
alta mortalidad de individuos (Degreef et al. 2002).

Esta dindmica que mantiene estables |las poblaciones de frijol Lima y las caracteriza
como metapoblacion, posee un componente substancial de migracién a través del tiempo.
Segun Degreef (1998) las semillas remanentes en el suelo pueden permanecer dormantes
hasta por 3 afios. No obstante los datos recolectados por el autor indican que la mayoria de
éstas germinan en el primer afio luego de ser dispersadas (70% a 84%). Mientras que al tercer
afio posterior a su dispersion habran germinado el 99% de las semillas depositadas durante el
primer afio (Degreef et al. 1997, Degreef 1998). Los resuitados mostrados en este estudio
confirman que |a renovacion frecuente de este reservorio es fundamental para mantener estabie
la variacion genética dentro de las poblaciones silvestres de P./unatus

Este banco de semillas previene la extincion de genotipos a pesar de periodos de alta
mortalidad y ausencia de reproduccion (Degreef et al. 2002). El periodo de seguimiento
realizado en las poblaciones silvestres de frijol Lima, permitid identificar a aquellas donde las
perturbaciones continuas lievaron al borde del agotamiento el banco de semillas (extinciones).
Sin embargo, este mismo periodo resulto ser demasiado corto para identificar la magnitud de
los cuellos de botella (mortalidad de individuos potencialmente reproductivos), principalmente si
se considera la duracion que puede alcanzar la dormancia en las semillas. Se puede suponer,
como en el caso de la poblacion E17, que periodos de inactividad mayores a un afio son
indicativos de una minima reproduccién en los afos anteriores, y que casos como este reflejan
las condiciones extremas a las pueden estar sometidas |as poblaciones que logran recuperarse
después de un episodio de extincion local. Es decir, se puede afirmar en este caso que la
magnitud del impacto del periodo de extincion puede ser reflejo del nimero de afios
reproductivamente desfavorables (Kalisz y McPeek 1993).

Este estudio sugiere la importancia del banco de semillas del suelo como fuente de
colonizacién y reservorio de la variabilidad genética en las poblaciones estudiadas de P.lunatus.
Pero més importante, evidencia los efectos que sobre la variabilidad genética de estas
poblaciones, ejercen los eventos de extincion local y las perturbaciones causantes de aita
mortalidad y bajas tasas de reproduccion. Los datos recolectados indican que la variacion
genética presente en las poblaciones de frijol Lima, puede encontrarse en riesgo de reducirse si
se combinan los escasos eventos reproductivos con la disminucion en el nimero de individuos

que aportan semillas al banco del suelo.
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