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RESUMEN

{a compatibilidad vegetativa fue estudiada en 15
aislamientos de Fusarium oxysporum, nueve
procedentes de suelos de la Sabana de Bogota
{Colombia} y los seis restantes pertenecientes a
razas extranjeras. Para el analisis de compatibi-
lidad vegetativa de aislamientos del patégeno,
se utilizaron las pruebas de complementacién
entre mutantes nit, obtenidos en medic minimo
con clorato de potasio. Se identificaron seis gru-
pos de compatibilidad vegetativa (VCG). El
VCG1 se conformé con todos los aislamientos
colombianos de la raza 2 de £. oxysporumt. sp.
dianthi, el aislamiento 103 {de baja patogenici-
dad), el aislamiento de la raza 2 ltalia y el 618-9
(de mediana patogenicidad). Los aislamientos 3
y 4 de F. oxysporumi. sp. dianthiraza 4 Colom-
biay el C5CSU (de baja patogenicidad) formaron
el VCG2. Los aislamientos extranjeros de F.
oxysporum §. sp. diantiraza 1 y raza 8 ltalia, el
C14CSU y el colombiano 71 conformaron, cada
uno, su propio grupo.

SUMMARY

Vegetative compatibility was studied in 15 isola-
tes of Fusarium oxysporum, nine coming from
soils of the Sabana de Bogota (Colombia) and
the other six were from foreign strains, based on
the complementation tests between nit mutants
obtained on minimal medium containing pota-
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sium chlorate. Six vegetative compatibility
groups weie identified. VCG1 gathered together
all colombian isolates from F. oxysporum f. sp.
diantistrain 2, the isolate 103 (low pathogenicity),
and foreign isolates R2 ltaly (strain 2} and the
isolate 618-9 (medium pathogenicity). The isola-
tes 3 and 4 from colombian strain 4 £, oxysporum
f. sp. dfanti and the foreign isolate C5CSU for-
med the VCG2. The colombian isolate 71, and
the foreign isolates R1 ltaly {strain 1}, R8 ltaly
{strain 8) and the non pathogenic isolate
C14CSU formed each one ils own vegetative
compatibility group.

INTRODUCCION

En Colombia, la produccién de flores para expor-
tacién se inicid en los afios sesenta y, actual-
mente, la floricuftura es uno de los renglones
méas importantes, dentro de las exportaciones
agropecuarias. El éxito de esta industria radica
enla ventajosa situacién geogréfica de las zonas
productoras, la economia en la construccién de
invernaderos que no requieren sistemas regula-
dores de temperatura, el bajo costo de la mano
de obra y {a excelente calidad de sus productos
{Arbelaez, 1987).

El clavel es la flor colombiana mas apetecida en
los mercados internacionales. Segtn Asocolflo-
res (1994}, las ventas de clavel colombiano, en
1993, representaron el 35,3% del valor total de
las flores exportadas en esle afio, porcentaje
equivalente a 134,9 millones de dolares.

Al igual que ocurre con el cultivo de otras espe-
cies, ia produccion de clavel se ha visto afectada
por problemas fitosanitarios que inciden directa-

147



mente en la calidad del producto {Arbeldez,
1989) y aumentan los costos de produccién.

La enfermedad de mayor incidencia en cultivos de
clavel en la Sabana de Bogota es causada por el
hongo £. oxysporum i. sp. diantf, el cual se pro-
paga facilmente a través de los esquejes infecta-
dos y tiene una alta permanencia en el suelo.

Histéricamente, . oxysporum ha sido dividido
en formas especiales con base en la virulencia
sobre un hospedero particular o un grupe de hos-
pederos. A su vez, estas formas especiales han
sido subdivididas en razas con base en la viru-
lencia sobre un grupo particular de cultivares di-
ferenciales del hospedero que varian en la resis-
tencia a la enfermedad (Correll, 1991).

Los resultados de las pruebas de patogenicidad
han sido el tinico criterio para diferenciar las pobla-
ciones de F. oxysporum, pero la muititud de varia-
bles que afectan estos resultados han conducido
a confusiones en la caracterizacién de varias for-
mas especiales y razas. Estas varables pueden
ser temperatura, métode de prueba, concentra-
cién del indculo, medio para el crecimiento de la
planta hospedera, variacién genética del hongo y
el “stress” hidrico {Bosland, 1988}.

Ademds, estudios posteriores han revelado un
amplio rango de variabilidad en las caracteristi-
cas empleadas para la clasificacion, inclusive
entre los subcultivos de un mismo cultivo monos-
périco de especies de Fusarium {Snyder y Han-
sen, 1940, 1941).

Debido a que los miembros del género Fusarium
varian ampliamente en caracteristicas morfolégi-
cas y fisiolégicas, incluyendo la virulencia, exis-
ten problemas para su identificacién. Por lo tan-
to, los taxa del género basados en la motfologia,
como la seccidn, la especie y la variedad son re-
conocidos por el “International Code of Botanical
Nomenclature” (ICBN); sin embargo, las subdi-
vidsiones dentro de las especies de Fusanum
basadas en la fisiologia {formas especiales y ra-
zas} y en la genética {grupos de compatibilidad
vegetativa) no son reconocidos por el ICBN
{Windels, 1991). Del hongo F. oxysporum{. sp.
dianthi se sefala que presenta ocho razas pato-
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génicas, de las cuales dos estan distribuidas en
todo el mundo {Baayen ef a/., 1988).

Debido a que falta informacién sobre la sistema-
tica del hongo, se han venido desarrollando dife-
rentes técnicas y métodos para su estudio, sien-
do de gran importancia la compatibilidad
vegetativa, la cual fue introducida por Puhalla
para demostrar las relaciones entre diferentes
formas especiales del patégeno. Por este méto-
do, la habilidad de dos aistamientos para anas-
tomosarse y formar heterocariones indica que
ellos son compatibles vegetativamente (Puballa,
1984, 1985; Katan y Katan, 1988).

La compatibilidad vegetativa parece ser el resul-
tado de la complementacidn entre los diferentes
nicleos presentes en los heterocariones, los
cuales se forman dentro de un citoplasma con
dos nucleos funcionales provenientes de las ¢é-
fulas parentales {(Darnell ef a/., 1988}, ios hete-
rocariones se originan por fusion hifal {anasto-
mosis) entre aislamientos auxotréficos
relacionados (Puhalla, 1984, 1985; Correll efa/.,
1986; Baayen, 1988).

En muchos hongos, la compatibilidad vegetativa
es mediada por multiples loci de incompatibitidad
vegetativa. En la mayoria de los casos, la com-
patibilidad es homogénica, es decir, dos aisla-
mientos fangicos son compatibles vegetativa-
mente, sblo, si los alelos de cada uno de sus loci
vic correspondientes son idénticos. En tos hon-
gos que se reproducen asexualmente, las razas
compatibles vegetativamente parecen ser mas
similares genéticamente que las incompatibles
{Correl efa/., 1987).

Utilizando mutantes nit (que no utilizan nitrato
como fuente Unica de nitrégeno), Puhalla, basa-
do en la capacidad de los mutantes nit comple-
mentarios para formar heterocariones de tipo sil-
vestre, demostré que aislamientos de diferentes
formas especiales de £. oxysporum estaban en
diferentes grupos de compatibilidad vegetativa
{VCG). Estos resultados apoyan la teorta segin
la cual, en ausencia de un ciclo sexual y de la
recombinacion genética, los grupos de genes
que determinan la compatibilidad vegetativa y
los genes para patogenicidad ilegaron, a través



de la evolucion, a un arreglo junios, dando lugar
a distintos VCGs de F. oxysporum caracteriza-
dos por virulencia especifica (Katan y Katan,
1988; Hadar y Katan, 1989).

Los mutantes nit empleados en las pruebas de
compatibilidad vegetativa pueden ser identi-
ficados dentro de tres clases: 1- mutantes en un
locus estructural para una nitrato-reductasa (nit
1); 2- mutantes en un locus regulador de una via
especifica de la asimilacion de nitrato (nit 3) y 3-
mutantes en los loci que afectan el ensamblaje
de un cofactor que contiene molibdeno, elemen-
to necesario para la actividad de la nitratoreduc-
tasa (nit M) (Baayen y Kleijn, 1989),

Asi como la diferencia puede ser localizada en el
genoma, las combinaciones entre mutantes nit
relacionados pueden complementarse, forman-
do heterocariones por la fusién de las hifas. Esta
complementacién es un indicador de la compati-
bilidad vegetativa, emparejamientos entre in-
compatibles ¢ aislamientos con el mismo defecto
continuan formando una capa delgada sobre el
medio, mientras que los aislamientos compati-
bles vegetativamente originan una capa de cre-
cimiento tipo silvestre, donde se forman los hete-
rocariones {(Baayen y Kleijn, 1989}. La
complementacién ocurre mas frecuentemente
cuando el emparejamiento involucra, por lo me-
nos, un mutante nit M (Correl ef a/, 1987).

La compatibilidad vegetativa se ha utilizado para
caracterizar razas de algunas formas especiales,
como: F. oxysporum . sp. albedinis (Tantaoui y
Boisson, 1991); £. oxysporum{. sp. apii (Correll
etal., 1986); F. oxysporumf. sp. asparag/{Eimer
y Stephens, 1989); . oxysporum . sp. cubense
(Ploetz y Correll, 1988); F. oxysporum f. sp.
dianthi (Katan et al, 1989) F. oxysporum §. sp.
mefonis (Gordon y Okamoto, 1991); . oxyspo-
rum §. sp. lycopersici (Elias y Schneider, 1991);
F. oxysporum . sp. radicis-lycopersici (Katan ef
al, 1991); F. oxysporumnf. sp. vasifectum(Katan
y Katan, 1988), entre otros.

Ademas, se han encontrado aislamientos de Fu-
sarum no patogénicos a clavel, los cuales no
son compatibles con las razas patogénicas (Ka-
tan ef a/, 1989). Esto indica la posibilidad de uti-

lizar la compatibilidad vegetativa como método
para distingir entre aislamientos patogénicos y
no patogénicos de F. oxysporum.

Teniendo en cuenta la necesidad de ampliar el
conocimiento taxonémico, fisioldgico y genético
del hongo, en este trabajo, se propuso determi-
nar los grupos de compatibilidad vegetativa de
algunos aislamientos de F. oxysporum, proce-
dentes de la Sabana de Bogota y de cepas del
hongo traidas del exterior, con base en las prue-

. bas de complementacién entre mutantes auxo-

tréficos, incapaces de usar el nitrato como tinica
fuente de nitrégeno {mutantes nit).

METODOS

Para la realizacién del experimento, se utilizaron
15 aislamientos de F. oxysporum. De ellos, fue-
ron obtenidos, a partir de suelos de la Sabana de
Bogota, los aislamientos 7, 18, 41, 43 y 90, cla-
sificados como de la . sp. dianthiraza 2, los ais-
lamientos 3y 4 de la f. sp. dianthiraza 4y el 71
y 103 de baja patogenicidad en variedades de
clavel (Arbeldez ef a/, 1993). Los aislamientos
de F. oxysporum C5CSU y C14CSU de baja pa-
togenicidad, el 618-9 de mediana patogenicidad
ylasrazas 1, 2y 8 de £. oxysporumi. sp. dianthil
fueron obtenidos del profesor Angelo Garibaldi
del Instituto de Patologia de la Universidad de
Turin, Italia, del doctor Henk Rattink de fa Esta-
cién Experimental de Floricultura de Aalsmmer,
Holanda y del doctor Ralph Baker de la Universi-
dad Estatal de Colorado, Fort Collins, Estados
Unidos.

Las cepas seleccionadas para las pruebas de
compatibilidad vegetativa fueron mantenidas en
tubos de ensayo con suelo estéril a 4 grados cen-
figrados. La recuperacién de los mutantes resis-
tentes al clorato de potasio se realizdé dejando
crecer, inicialmente, cada aislamiento en PDA
{papa-dextrosa-agar) y pasando segmentos de
micelio de un mm de didmetro al medio minimo
de Puhalla (MM) por 3 a 5 dias a 22-28 grados
centigrados (Correl ef a/, 1987).

De los cultivos obtenidos, se pasaron 4 segmen-
tos de micelio de un mm de didmetro a cajas de
Petri que contenian MM con clorato de potasio
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{1,5; 2,5; 3,5y 4,5%) y se dejaron incubar por 15
dias, observando periédicamente las regiones
de répido crecimiento.

Los mutantes resistentes al clorato fueron transte-
ridos a MM e incubados. El crecimiento delgado y
nomaimente expansivo se tomé como indicador
de que aquellos sectores eran normalmente inca-
paces de reducir el nitrato. Todos los mutantes nit
de un mismo aislamiento fueron colectados y nu-
merados para diferenciarlos; posteriormente, fue-
ron apareados sobre MM.

Una vez obtenidos los diferentes mutantes nit de
cada aislamiento, se determiné su clase fenotipica
con base en el crecimiento sobre un medio basico
de cultivo con hipoxantina (H), nitrito {N), amonio
(TA), &cido drico (AU) y Grea (U} como fuentes va-
riables de nitrégenc (Correl ef al, 1987).

Se designaron tres clases fenoti-
picas de mutantes, segiin Correl
et al, 1987; Zambino y Harring-
ton, 1990; Tantaoui y Boisson,
1991:

RESULTADOS

La velocidad de crecimiento del micelic sobre el
medio de cuitivo con clorato de potasio permitié
la seleccion de los mutantes resistentes a esta
sustancia toxica. Del total de aislamientos de £
oxysporum utilizados en este ensayo, fueron re-
cuperados 213 mutantes resistentes al clorato.
Durante los primeros 15 dias, se obtuvieron 208
(97.66%) y los 5 restantes, provenientes del ais-
lamiento no patogénico C14CSU, entre los 45 y
60 dias después de la siembra sobre el medio de
cultivo con KCIO3. El mayor nimero de mutan-
tes se obtuvo a partir del aislamiento extranjero
Raza 1 y el menor del aislamiento, de Raza 2
(extranjero) (Cuadro 1).

En el nimero de mutantes obtenidos en las dis-
tintas concentraciones de clorato de potasio no

Cuadro 1. Mutantes de de Fusarium oxysporum resistentes
al clorato de potasio

— Mutantes nit 1: crecen en
medios con nitrato y el mice-

Alislamiento

lio es expansivo y rasante
(no de tipo silvestre).

— Mutantes nit 3: crecen en
los medios con nitrato 6 nitri-

KCIO3 [KCIO |KCIO3 |KCIO3 |Crun Nit |Total

1.5% {32.5% [3.5% |4.5%
1 3 5 3 8 4 12
5 2 2 5 8 14
2 2 2 1 5 2 7
7 5 7 7 1 25 26
5 5 2 5 7 10 17
2 3 1 3 8 9
8 8 7 7 16 12 26
8 8 7 5 17 7 24
3 4 3 1 4 7 11
1 5 4 2 8 12
2 3 0 o] 3
4 2 1 2 3 8
8 8 7 7 16 14 30
0 1 2 0 1 2 3
1 3 1 1 2 4 ]
55 58 51 49 99 114 213

to y el crecimiento micelial es 18
expansivo y rasante. 41
— Mutantes nit M: crecen en 43
medios con hipoxantina ¢ ni- 71
trato y el crecimiento micelial 90
es expansivo y rasante.
103
C5CSU
Los mutantes resultantes de todos
. . C14CSU
los aislamientos fueron aparea-
dos en todas las combinaciones 618-9
posibles, usando el mismo arreglo A1 ltalia
del apareamiento entre mutantes A2 ltalia
del mismo aislamiento. Los aisla- i
mientos compatibles vegetativa- R8 lalia
mente fueron asignados al mismo Total
grupo de compatilidad vegetativa
(VCG).
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se presentaron diferencias considerables, pero
si en la clase de mutantes. Los mutantes crun,
que han sido definidos como resistentes al clora-
to, con crecimiento de tipo silvestre sobre medio
minimo y capaces de utilizar nitrato como Unica
fuente de nitrégeno (Tantaoui y Boisson, 1991),
fueron el 46,5% del total de mutantes. El mayor
nimero de mutantes de este tipo se present6 en
las concentraciones més bajas de clorato de po-
tasio {1,5 y 2,5%) {(Cuadro 1).

Los mutantes nit, los cuales que se han definido
como resistentes al clorato, con crecimiento ra-
sante sobre medio minimo e incapaces de ulili-
zar nitrato como Unica fuente de nitrégeno fueron
el 53,5% del total de mutantes. En la concentra-
cién recomendada en ia literatura (1,5%) (Puha-
lla, 1985; Coirel ef a/., 1986; Correl ef a/ 1987),
no se recuperaron suficientes mutantes nit para
las pruebas de compatibilidad vegetativa por lo
tanto, teniendo en cuenta el trabajo de Jacobson
y Gordon (1988), se utilizaron concentraciones
de 2,5; 3,5 y 4,5 para obtener un mayor nimero
de mutantes resistentes al clorato de potasio e

incapaces de utilizar el nitrato como Unica fuente
de nitrégeno (Figura 1).

Todos los mutantes Crun (Figura 2.) fueron de-
sechados, debido a que, para la prueba de com-
patibilidad vegetativa, se requieren mutantes nit.
Entre los mutantes nit de un mismo aislamiento
se realizaron pruebas de compiementacion.
Aquéllos que presentaron compatibilidad (forma-
cién de heterocariones, evidenciada por el creci-
miento de tipo silvestre donde se encuentran los
dos mutantes) fueron considerados diferentes.
De esta manera, los 114 mutanies nit obtenidos
originalmente se redujeron a 56 mutantes nit di-
ferentes (Figura 3).

Se observo el tipo de crecimiento de los 56 mu-
tantes nit sobre medios de cultivo con diferente
fuente de nitrégeno. En el Cuadro 2, se presen-
tan las respuestas obtenidas, de acuerdo con el
crecimiento micelial.

El crecimiento del micelio sobre los medios de
cultivo con acido rico y Urea no fue claro y defi-
nitivo, tal como fué indicado por Correl et a/f
(1987), mientras que los medios con nitrato, nitri-

FIGURA 1. Mutante nit de un aislamiento de Fusarium oxysporum
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FIGURA 2. Mutante crun de un aislamiento de Fusarium oxysporum

FIGURA 3. Enfrentamiento de los mutantes nit del aislamiento 103 de £. oxysporum f.
sp. dianthi
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to e hipoxantina permitieron una clasifi-
cacidn répida y clara, siguiendo el mé-
todo de clasificacién empleado por
Tantaoui y Boisson {1991) y teniendo
en cuenta el crecimiento sobre el medio
de cuitivo con tartrato de amonio come
fuente de nitrégeno

La clasificacion de los mutantes nit es
necesaria para realizar las pruebas de
compatibilidad, pues permite conocer
el tipo de mutaciones que tienen los
mutantes nit y, ademas, facilita la com-
plementacién, ya que ésta se presenta
més frecuentemente cuando involucra
por lo menos un mutante nit M (Correl
el afl, 1987}

Enias Figuras 4y 5, se presenta el cre-
cimiento micelial y las clases fenotipi-
cas de los aislamientos R8 ltalia y 18
sobre los diferentes medios de cultivo
empleados.

CUADRO 2. Mutantes nitde ~. oxysporumsegin el feno-

tipo
Aislamiento | Mutantes | Mutanes | Mutantes | Mutantes
Nit. 1 Nit. 3 Nit. m Nit. k

- - 1 3

1 - 1 3

- - - 2
18 1 3 - 2
41 ] - 2
43 - - - 5
71 - - 1 2
90 - - 1 2
103 - - 1 1
C5CSU - - - 3
C14CSU - - - 3
618-9 - - 2 1
R1 ltalia - - 1 2
R2 ltalia 1 - -1 -
R8 ltalia - 2 - 4

FIGURA 4. Crecimiento del mutante nit 3 de la raza 8 ltalia de F. oxysporum sp. dianthi
sobre seis medios con diferente fuente de nitrégenc. MM= medio minimo (con nitrato
de sodio); N= medio con nitrito de sodio; H= medio con hipoxantina; TA= medio con
tartrato de amonio; AU = medio con 4cido drico; U= medio con trea.
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FIGURA 5. Crecimiento del mutante nit 1 del aislamiento 18 de £~ oxysporum {. sp.
dianthisobre seis medios con diferente fuente de nitrégeno. MM= medio minimo {con
nitrato de sodio); N= medio con nitrito de sodio; H= medio con hipoxantina; TA= medio
con tartrato de amonio; AU = medio con acido Urico; U= medio con drea.

De los 56 aislamientos obtenidos y clasificados
se escogieron 27 mutantes nit para la prueba de
compatibilidad vegetativa. Todos los mutantes
nit M, nit 1 y nit 3 se utilizaron y, en el caso de los
aislamientos que sélo presentaron mutantes nit
X, se escogieron dos de cada uno de ellos.

De los 15 aislamientos empleados en la prueba
de complementacion, ocho correspondieron a un

mismo grupo de compatibilidad vegetativa

(VCG1), tres a otro (VCG2) y los cuatro restan-
tes, cada uno conformd su grupo (Figura 6).

La mayoria de los aislamientos colombianos co-
rresponden a un solo grupo de compatibilidad
vegetativa (VCG 1). En él, se encontraron todos
los aislamientos de raza 2 Colombia, el aisla-
miento de baja patogenicidad 103 y los aisla-
mientos extranjeros 618-9 (baja patogenicidad) y
raza 2 ltalia.

El siguiente grupo (VCG 2) lo conformaron los
aislamientos de la raza 4 Colombia y el aisla-
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miento (extranjero) C5CSU. Los aislamientos
Raza 1y Raza 8 ltalia, C14CSU (baja patogeni-
cidad) y 71 {baja patogenicidad) formaron, cada
uno, su grupo de compatibifidad.

Los aislamientos de raza 2 son los que se en-
cuentran con mayor frecuencia y se caracterizan
por su gran virulencia. En Colombia, la presencia
tan amplia de la Raza 2 se debe a la importacién
de esquejes provenientes de otros paises donde
esta Raza es predominante {Cevallos ef a/.,
1990; Garibaldi ef a/, 1986). La ubicacién de los
aislamientos de Raza 2 Colombia e italia en el
mismo grupo de compatibilidad vegetativa, posi-
blemente, es consecuencia de su origen y viru-
lencia similar. Segun Cevallos ef a/, 1990, exis-
ten variaciones entre la raza 2 colombiana y la
italiana, las cuales se pueden deber a la presion
de seleccién o a mutaciones espontaneas ocurri-
das en forma natural.

La presencia de los aislamientos 103 (colombia-
no) y 618-9 (extranjero}, anteriormente clasifica-
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FIGURA 6. Enfrentamiento entre diferentes aislamientos de F. oxysporum. Se presenta
la complementacion entre los mutantes nit 3 del aislamiento 18 y el nit M del 90
(crecimiente de tipo silvestre) y la incompatibilidad entre los mutantes nit 3 del 18 y
nit M det 71 (no hay crecimiento de tipo silvestre).

dos como de baja y mediana patogenicidad, res-
pectivamente, en el mismo grupo de compatibifi-
dad que la Raza 2, indica que estos aislamientos
pueden ser de alta patogenicidad y sugiere que
no sean utilizados en pruebas de proteccién cru-
zada o de antagonismo, tal como [o senalan Ba-
ker ef a/ (1978) y Biles y Martyn (1989).

El seqgundo grupo de compatibilidad (VCG2) esta
conformado por los aislamientos 3 y 4 (Raza 4
Colombia)}, cuya caracteristica es su mediana
patogenicidad, y el C5CSU, denominado no pa-
togénico (determinado como ligeramente pato-
génico por Rodriguez y Rodriguez, 1992; Séan-
chez y Rojas, 1992). Segun esta prueba de
compatibilidad vegetativa y las de patogenicidad
anteriormente citadas, este aislamiento extranje-
ro se presenta como patogénico. En el primer ca-
so, debido a que presenta compatibilidad con
aislamientos patogénicos y se sabe que éstos no
son compatibles cen los aislamientos no patogé-

nicos {Correl ef a/, 1986; Katan y Katan, 1988;
Baayen y Kleijn, 1989}.

Las Razas 1 y 8 (italianas), con caracteristicas
genélicas y de virulencia especificas, no han si-
do aisladas en la Sabana de Bogota, lugar de
donde provienen todos los aislamientos colom-
bianos utilizados en esta prueba, lo cual, posible-
mente, conduce a que cada una de ellas confor-
me su propio grupo de compatibilidad. Estos
resultados concuerdan con los presentados por
Baayen y Kleijn (1989), quienes, adicionalmente,
senatan que utilizar un sélo aislamiento de estas
dos razas pudo haber influido en los resultados.

El aislamiento extranjero C14CSU y el colombia-
no 71, ambos de baja patogenicidad, formaron,
cada uno, su grupo de compatibilidad. Aunque
los aislamientos no patogénicos pueden presen-
tar compatibilidad entre ellos {Correll y Puhalla,
1986; Baayen y Kleijn, 1989), éstos no lo hicie-
ron, seguramente, como consecuencia de su ori-
gen y caracteristicas genéticas y fisioldgicas.
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