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RESUMEN

La pudricion carbonosa de Phaseolus vulgaris es causada por el hongo Macrophomina phaseolina, esta
enfermedad se asocia a altas temperaturas y estrés hidrico. El presente estudio tuvo como objetivo, caracterizar
aislados de M. phaseolina por su respuesta frente a diferentes potenciales osmoticos y mediante AFLP. Se
determind el crecimiento de 11 aislados en agar papa-dextrosa a las 48 y 72h, en un gradiente de potencial
osmotico inducido empleando NaCl, asi como sus efectos en la germinacion de los esclerocios. Se
diferenciaron estadisticamente tres grupos hidricos, indicando respuesta diferencial al potencial osmaético y
todos los esclerocios que crecieron bajo estas condiciones, germinaron entre las 24 y 48h. Hubo grupos de
aislados que fueron tolerantes al déficit hidrico inducido. El genotipado AFLP permitié la formacién de cinco
grupos genéticos, mostrandose una amplia variabilidad genética. De los nueve iniciadores, CTA-AT mostro
un alto grado de confianza en la identificacién de genotipos de M. phaseolina y el CAA-AC fue el de menor
capacidad discriminatoria. Estos resultados muestran que los aislados de M. phaseolina respondieron diferente
al potencial osmotico y son genéticamente diferentes entre ellos. Aunque no hubo una clara correspondencia
de los grupos genéticos con los grupos hidricos; estas respuestas son importantes caracteristicas en la
busqueda de alternativas para el manejo del patosistema en caraota.
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Characterization of Macrophomina phaseolina isolates by their
response to different osmotic potentials and AFLP

ABSTRACT

Charcoal rot of Phaseolus vulgaris is caused by the fungus Macrophomina phaseolina, the disease is associated
with high temperature and water stress. The objective of this study was to characterize isolates of M. phaseolina
by their response to different osmotic potentials and AFLP. The growth of 11 isolates was determined on
potato dextrose agar at 48 and 72 h in a gradient of osmotic potential induced using NaCl as well as their
effects on germination of sclerotia. Three water groups were statistically different indicating differential response
to osmotic potential and all sclerotia grown under these conditions, germinated between 24 and 48h. There
were groups of isolates that were tolerant to water stress induced. The AFLP genotyping allowed the formation
of five genetic groups, showing a wide genetic variability. Of the nine starters CTA-AT showed a high degree of
confidence in the identification of genotypes of M. phaseolina and CAA-AC had the lowest discriminatory
power. These results show that M. phaseolina isolates responded differently to osmotic potential and are
genetically different between them. Although there was a clear correspondence of genetic groups to water
groups; these responses are important features in the search for alternative management in black bean
pathosystem.

Keywords: molecular marker, M. phaseolina, water deficit

INTRODUCCION cultiva una vez al afio en secano, con bajo nivel

tecnoldgico y en explotaciones pequefas. La
En Venezuela las plantas leguminosas pudricion carbonosa causada por
representan el aporte proteico de mas del 80% Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, se
para la poblacion, de la cual casi el 60% se encuentra presente en diferentes zonas
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productoras de caraota (Phaseolus vulgaris L.),
pero dificilmente existen registros de pérdidas
o de incidencia de la enfermedad a nivel
nacional. De manera general, se sefiala que la
enfermedad puede causar danos entre 10-60%
en relacion con pérdidas de rendimiento del
grano (Abawi y Pastor-Corrales, 1990).
Experimentos en campo e invernadero han
corroborado esta asociacion positiva entre
sequia e incidencia de la enfermedad (Diaz-
Franco y Cortinas-Escobar, 1988).
Posiblemente es debido, a la capacidad del
agente causal de incrementar la produccion de
esclerocios en ambientes con déficit hidrico
(Olaya y Abawi, 1996). M. phaseolina infecta
plantas de caraota en todos los estados
vegetativos de la planta y los dafios pueden
resultar en un pobre establecimiento de
plantulas, muerte pre y post emergente,
reducido vigor y baja productividad de plantas
adultas (Olaya et al., 1996).

La mayoria de los estudios evidencian que no
existe especializacion patogénica ni geografica
de M. phaseolina ya sea por métodos
tradicionales o de ADN (Gupta et al., 2010).
Algunos autores coinciden en informar un alto
polimorfismo, pero sin una clara asociacion
entre el genotipo de este patdgeno con el origen
geografico o el hospedante (Linhai et al., 2011).
No obstante, Mayek-Pérez et al. (2001)
encontraron que los perfiles AFLP de 84
aislados del patdégeno tendieron a agruparse
por estas variables. Un estudio de este
patosistema mostré que, al analizar aislados
de México con otros cinco paises de tres
continentes, el origen geografico tiene
influencia en una posible especializacién
patogénica (Beas-Fernandez et al., 2006), sin
embargo esta misma relacién no fue
destacada al analizar solamente los aislados
mexicanos. Otros autores, encontraron buena
correlacion entre el origen geografico en la India
y marcadores genéticos RAPD (Babu et al.,
2010). Al parecer tanto la especializaciéon
subespecifica del patégeno por el hospedante
o el lugar de origen estaria pendiente de
dilucidar.

Por otra parte, el potencial hidrico (Jh)
mantiene la presion de turgor de la célula
fungica, la cual es particularmente alta en los
apresorios, estructura especializada de los
hongos fitopatdgenos para penetrar al
hospedante. La capacidad de crecer,
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multiplicarse y reproducirse en bajos @h
pudiera determinar la capacidad de M.
phaseolina de desarrollar epifitias de la
pudricion carbonosa en condiciones de
sequia y altas temperaturas (Olaya y Abawi,
1996). También se ha informado que el bajo
@h influye negativamente en el crecimiento,
produccién y la germinacion de
microesclerocios de M. phaseolina (Olaya y
Abawi, 1996); asi como en las dimensiones,
forma y la pigmentacion del micelio y los
esclerocios (Cervantes-Garcia et al, 2003).
Estos ultimos autores demostraron que M.
phaseolina puede crecer vegetativamente a
@h relativamente bajo, lo que indica que el
hongo dispone de mecanismos adaptativos
para vivir en condiciones variables tanto del
ambiente como de la planta. El @h depende
del potencial osmoético (Do), el cual
representa la presencia de solutos disueltos
en el medio. Estos solutos, condicionan a
una mayor o menor capacidad del agua de
moverse y de su disponibilidad para cualquier
organismo.

En Venezuela, las investigaciones sobre M.
phaseolina han estado dirigidas a estudiar
aspectos de la biologia del hongo como el
crecimiento in vitro en medios de cultivo
(Higuera et al., 2003), o la influencia de la
temperatura y humedad (Cardona, 2006).
También se ha cuantificado el inéculo e
incidencia de la pudriciéon carbonosa en
Sorghum bicolor L. (Gonzalez et al., 2007) y la
distribucion vertical de los esclerocios en
suelos infestados naturalmente (Cardona,
2006). Recientemente, se informd de la
caracterizaciéon fenotipica y molecular de
aislados de M. phaseolina utilizando la técnica
de RAPD, procedentes de una zona productora
de ajonjoli (Sesamum indicum L.) (Martinez-
Hilders y Laurentin, 2012). Indagar en la
variabilidad M. phaseolina combinando
marcadores fenotipicos y genéticos en las
poblaciones venezolanas del hongo asociadas
al cultivo de Phaseolus vulgaris L. contribuiria
a direccionar con mayor acierto los programas
de mejoramiento genético de la caraota para
resistencia a la sequia, y por ende una
enfermedad asociada como la pudricion
carbonosa. Particularmente, el siguiente
estudio tuvo como objetivo caracterizar
aislados de M. phaseolina por su respuesta
frente a diferentes potenciales osmoéticos y
mediante AFLP.
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MATERIALES Y METODOS
Aislados de M. phaseolina

Se emplearon 11 aislados de cultivos
monoesclerédcicos a partir de muestras de
tejidos vegetales sintomaticos de plantas de
caraota, colectadas en fincas productoras de
los estados: Aragua (4), Barinas (1) y
Portuguesa (6).

Efecto del potencial osmoético (o)

Se evaluo la respuesta al Jo inducido con
diferentes concentraciones NaCl sobre el
crecimiento in vitro del micelio vy la
germinacion de esclerocios de los aislados.
Se utilizé6 un Disefio Completamente
Aleatorizado con tres concentraciones de
NaCl a saber: 200, 400 y 800 mM,
equivalentes a -932, -1 854, -3 728 J kg' de
@o vy un tratamiento control sin NaCl, segun
metodologia descrita por Cervantes-Garcia
et al. (2003). Aplicando esta metodologia, se
tomaron discos de PDA de 0.4 cm con 5 dias
de crecimiento fungico de cada aislado, y se
transfirieron a placas Petri con PDA
ajustadas a las diferentes concentraciones
de NaCl, con tres repeticiones por
tratamiento. Las placas fueron selladas con
envoltura plastica transparente para
minimizar cambios en el Jo del medio de
cultivo e incubadas a 28+2°C. Se midié el
crecimiento radial de las colonias (cm) y se
calculd el porcentaje de inhibicion del
crecimiento del micelio [PIC= (Crecimiento
control — Crecimiento tratamiento/
Crecimiento control) x 100] en cada
tratamiento con respecto al control a las 48
y 72 horas.

Para inducir la formacion de esclerocios se
utilizé la metodologia descrita por Olaya et
al. (1996). Para tal efecto, se colocaron
palillos estériles sobre las colonias que
crecian sobre PDA, estas placas fueron
incubadas a 28+2°C en la oscuridad. Los
esclerocios formados sobre los palillos entre
los 10-15 dias de incubacién, se
desinfectaron con hipoclorito de sodio (1%,
2 min) y posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril, y se secaron durante 2 dias
dentro de una campana de flujo laminar. La
germinacion se evalué a los 10 dias en medio
de cultivo PDA.

a7
Caracterizacion genética de los aislados

Para caracterizar genéticamente los aislados
se emplearon marcadores AFLP (del inglés:
Amplified fragment lenght polymorphism).

A partir del micelio y siguiendo el protocolo
de Vos et al. (1995) modificado por Naranjo
et al. (2007) se extrajo el ADN total por cada
aislado. En cada caso se tomaron de 250 ng
del ADN, la cual fue doblemente digerida en
un volumen de reaccion de 30 il con 5
unidades de Msel y EcoRl, respectivamente,
la reaccion se incub6 durante 3 horas a 37°C.
La ligacion de adaptadores se realizo
utilizando: 1 unidad de T4 DNA ligasa; 1x de
tampon de ligacion; 50 pmol del adaptador
de doble cadena de EcoRI; 5 pmol del de
Msel; se incubd a 22°C durante 12 horas; y
se diluyé 1/10 en agua bidestilada estéril.
Como molde para la preamplificacién se
utilizaron iniciadores con una base extra en
el extremo 3’ EcoRI (+A) y Mse | (+C) en 2
il de la dilucién. La preamplificacion se realizé
en un volumen final de 20 il, utilizando:
tampén PCR 1x; 2 mM de MgCl; 30 ng de
cada iniciador; 0.5 unidades de Taq
polimerasa (Promega Co. Ltd.); y 0.2 mM de
cada uno de los ANTP. Las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes:
desnaturalizacion a 94°C/5 min, 24 ciclos
de 94°C/ 30 s; 56°C/1min; 72°C/1min, y una
fase de extensién a 72°C/7 min. La reaccion
de preamplificacion fue diluida 1/25, 51|
fueron usados como molde para la
amplificacion selectiva, la cual se realizé en
un volumen final de 20 il, utilizando: tampdn
PCR 1x; 2 mM de MgCI; 6.7 ng de iniciador
Msel+2; 27,8 ng de iniciador EcoRI+2; 0.5
unidades de Taq polimerasa y 0.2 mM de cada
uno de los ANTP. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion a 94°C/5 min, 12 ciclos de
94°C/ 30 s; 65°C (-0.7 x ciclo)/30 s; 72°C/1min
y 24 ciclos a 94°C/ 30 s; 56°C/30 s; 72°C/1min.
Todas las reacciones se realizaron en un
termociclador iCycler (Bio-Rad). Las muestras
se concentraron mediante aspiracion por vacio
en un Speedvac durante 20 min hasta llegar a
un volumen de 4 il, luego se afiadio el mismo
volumen de tampdn de carga (azul de
bromofenol y formamida al 98%). Los
productos amplificados se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%
en tampén TBE 1X pH 8.3, mediante



48

comparacién con un marcador de peso
molecular (1kb plus (Invitrogen)), en una
camara de electroforesis vertical (Sequi-Gen
GT Secuencing Cell BIO-RAD) con poder
constante de 65 W y fueron visualizados
mediante un escaner Typhoon (GE
Healthcare). Antes de la corrida el producto
de esta PCR fue desnaturalizado a 96°C
durante 5 min e inmediatamente se sumergié
en hielo. La visualizacién es posible por los
iniciadores ECO RI de la PCR selectiva estan
marcados en su extremo 5’ con el fluordsforo
FAM.

Analisis estadistico

Se aplico analisis de la varianza (ANAVAR)
previa comprobacién de los supuestos; a los
datos de crecimiento radial de las colonias
(cm) y porcentaje de inhibicién del
crecimiento (PIC), respecto al tratamiento
control para los diferentes Jo. Las medias
se compararon mediante la prueba Duncan.
Para los analisis multivariados, se promedio
por aislado el porcentaje de inhibiciéon de
crecimiento (PIC) en cada concentracion de
NaCl alas 48y 72 h, y se obtuvo finalmente,
una matriz 11x6. Esta matriz sirvié de insumo
para el analisis de conglomerados y de
Coordenadas principales (ACoP). Alos datos
de naturaleza binaria (AFLP) se les aplicaron
también Analisis de Conglomerado y ACoP
con los métodos y calculos de las distancias
correspondientes. Los detalles de cada
analisis se indican al pie de figuras y tablas,
en general fueron el método Promedio
(Average linkage) y distancia Dice, para los
datos binarios y Euclidea para los datos
continuos. Se utilizaron los programas
InfoStat ver. 2012p e InfoGen.

RESULTADOS
Efecto del potencial osmético (Do)

Los esclerocios de los 11 aislados germinaron
a las 48 h, independientemente de las
variaciones en el o a las que fueron
sometidos previamente (datos no mostrados).
Por el contrario, si hubo un efecto inhibitorio
diferencial en el crecimiento micelial, en funcion
tanto del @o, como del tiempo de evaluacion.
Todas estas diferencias individuales de los
aislados fueron maximizadas para su
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representacion mediante el analisis de
conglomerados (ligamiento promedio,
distancias Euclidea), el cual resulté en la
formacion de tres grupos hidricos
denominados GH1, GH2 y GH3. La Figura 1
muestra las diferencias entre los grupos que
representan a los 11 aislados analizados.

El perfil respuesta de los grupos hidricos mostro
que a las 48h el GH2 tuvo los menores
porcentajes de inhibicion del crecimiento
(Figura 1 A-C), independientemente del Jo. Los
dos aislados de este grupo, tuvieron un PIC
promedio de 13.71+2.67% al ser comparados
con el tratamiento control sin NaCl (datos no
mostrados). Este fue el grupo mas tolerante
al déficit hidrico inducido entre los -932 y los
-3 728 J kg, con diferencias significativas
respecto a los demas grupos. A las 72h de
estar bajo las condiciones experimentales el
GH1 se comporté como el mas resistente al
déficit hidrico; es decir, mas resistente a los
tres potenciales osmoticos (Figura 1 D-F).
Al menor Jo las diferencias entre los GH
fueron menores (Figura 1 Cy F).

En el analisis de componentes principales
(ACP), sus dos primeros componentes
explicaron el 82.4% de la varianza total
(Figura 2), de todas las variables continuas
analizadas y su correlacion cofenética fue de
0.964. La figura 2, muestra el ordenamiento
de los aislados separados por GH y su
relacion con las variables. Las variables que
mayor correlacion mostraron con el CP1,
aunque de signos contrarios, fueron PIC (800
mM/48 h) y PIC (400 mM/72 h) y fueron las
de mayor peso para separar los grupos
hidricos. El PIC (400 mM/48h) contribuyd
mayormente a separar el GH2 del GH3,
aunque estuvo correlacionada al componente
principal (CP2) que menos aporté en la
explicacion de la varianza total. La variable
tiempo fue fundamental en la separacion de
los grupos ya que estuvo asociada con la
CP1, a la derecha del biplot se ubicaron las
variables medidas a las 72h, y a la izquierda
a las 48h, lo cual concuerda con los datos
citados anteriormente. El GH1 se separa en
la CP1 debido a su respuesta contenida en
los PIC a los 800 mM y 200 mM a las 48h.
Los GH2 y GH3 fueron mas similares en su
respuesta a las 72h, al ubicarse a la derecha
del grafico.
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Letras sobre barras indican diferencias significativas entre las medias para p<0.05 (Duncan).

Figura 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC) de las colonias de M. phaseolina segun
los Grupos Hidricos definidos en una coleccion de 11 aislados. Los promedios de PIC fueron en
tres condiciones de potencial osmotico inducidos con NaCl respecto al control de 0 mM a las 48

h (A-C)y 72 h (D-F).

Caracterizaciéon genética de los aislados

Las nueve combinaciones de iniciadores
produjeron un total de 161 bandas de las cuales
152 (93.17%) fueron polimérficas (Tabla 1). Los
valores de contenido de informacidn polimorfica
fueron obtenidos en los iniciadores CAG-AG,
CAA-AC y CTA-AT, que fue mas del 50% del
rango tedrico del contenido de informacién
polimorfica (0.28-0.35) el cual es informativo.
La menor probabilidad (6.0 x10-'®) de que dos

aislados compartan el mismo alelo por iniciador
fue encontrada en CTA-AT. Esto indico que dicho
iniciador mostré un alto grado de confianza en la
identificacion de genotipos de M. phaseolina
comparados simultaneamente. El iniciador CAA-
AC fue el de menor capacidad discriminatoria con
un valor PDICMA de 1.9x107. El iniciador GAG-
AG aunque tuvo el mayor contenido de
informacion polimorfica (0.35), su capacidad
discriminatoria fue intermedia (1.4 x107'%) en
comparacion con los iniciadores anteriores.
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Figura 2. Biplot obtenido a partir del ACP de los aislados de M. phaseolina diferenciados por Grupos
Hidricos (azul, GH1; amarillo, GH2 y verde, GH3) conjuntamente con los promedios de crecimiento

a distintos @o y momentos de evaluacion.

Tabla 1. Numero de bandas polimérficas, monomaérficas, contenido de informacién polimorfica, error
estandary probabilidad de compartir el mismo alelo, de los iniciadores que permitieron productos de
amplificacién en la caracterizacion de M. phaseolina.

Iniciadores Bandas Bandas Contenido de E.E. PDICMA

polimérficas Monomorficas Informacion

polimoérfica
CAG-AG 14 2 0.35 3.3E-03 1.4 x10°"3
CAA-AC 6 4 0.32 0.02 1.9x10-07
CTA-AT 11 0 0.32 0.01 6.0 x10-16
CAA-AG 32 0 0.31 0.01 1.0 x10-™4
CTA-AC 18 2 0.31 0.01 2.6 x10°15
CAC-AG 20 1 0.30 0.01 1.5x10°"2
CAG-AC 11 0 0.29 0.01 5.6 x10-1°
CTA-AG 25 0 0.29 0.01 1.4 x10°"3
CAC-AC 15 0 0.28 0.01 1.3 x10-"
Total 152 9 6.0 x10-12

E.E.: Error estandar; PDICMA: Probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo al azar

Los perfiles AFLP obtenidos permitieron formar
cinco grupos genéticos (GG) mediante el
analisis de coordenadas principales (ACP). Las
dos primeras dimensiones explicaron mas del
50% de la variabilidad total (Figura 3). Ademas,
la primera fue mas del doble de la segunda,
aspectos sugerentes de la buena calidad de la
representacion. En los dos primeros grupos
existié una correspondencia con el origen

geografico y en el GG3, aislados de Aragua,
Barinas y Portuguesa. Por otra parte, no hubo
una clara definicién en la relacion entre los
grupos hidricos y genéticos, siendo dispersa
la correspondencia entre ellos (Tabla 2).
Apoyando esta relacidn no se obtuvieron
diferencias significativas entre el PIC de los
aislados de los grupos hidricos, agrupados en
funcién de los grupos genéticos.
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Figura 3. Biplot obtenido a partir del ACP de los aislados de M. phaseolina diferenciados por
Grupos genéticos (GG), de nueve iniciadores AFLP y la disimilaridad del coeficiente de Dice. Los
colores indican los grupos obtenidos utilizando las dos primeras coordenadas principales.

Tabla 2. Tabla de contingencia entre Grupos Hidricos (GH) y Grupos Genéticos (GG) de

aislados de M. phaseolina.

Grupos GG1 GG2 GG3 GG4 GG5 Total

GH1 3 0 2 0 0 5

GH2 0 1 1 0 0 2

GH3 0 2 0 1 1 4

Total 3 3 3 1 1 11
DISCUSION que los valores minimos de @o que permitieron

Los resultados de este estudio muestran que
M. phaselina puede crecer vegetativamente a
bajos potenciales hidricos, a partir de diferentes
potenciales osmaticos inducidos por NaCl.
Hubo diferencias significativas en la respuesta
del crecimiento del micelio con potenciales
osmoticos entre ~-320 y ~-3 728 J kg'. Estos
resultados fueron similares a los informados
por Olaya y Abawi (1996) y Cervantes-Garcia
et al. (2003) ya que se redujo el crecimiento
radial de M. phaseolina cuando los valores del
@o disminuian (a mayores concentraciones
de NaCl); sin embargo, hubo grupos de
aislados que fueron tolerantes al déficit hidrico
inducido, que mostraron un menor PIC a las
48 h (GH2) y alas 72 h (GH1). Estos aislados
pudieran crecer y ajustarse en el tiempo a
condiciones de bajo potencial hidrico; y con ello,
la mayor posibilidad de tolerar condiciones de
poca humedad. Olaya y Abawi (1996), indicaron

el crecimiento de M. phaseolina fueron entre -
9 000 y -1 2000 J kg™. El limite pudiese estar
influenciado por el origen de los aislados y el
genotipo, ya que aunque se considera a M.
phaseolina una especie con reproduccion
asexual, existen evidencias de la naturaleza
poligénica del micelio y de los esclerocios que
incrementan la diversidad intraespecifica
(Rayatpanah et al., 2009). Esto apoya las ideas
de Abawi y Pastor-Corrales (1990), que
sefalaron que la capacidad de respuesta
diferencial al gradiente del potencial osmético,
pudiera reflejar parte de la habilidad metabdlica
de los aislados para completar su ciclo de vida
con falta de humedad en campo, y por ende,
su relacion con las epifitas en caraota.

En la formacién de los GH de acuerdo con el
ACP (Figura 2), donde las variables que mayor
peso tuvieron en la separacion de los grupos
fueron el PIC (800 mM/48 h) y el PIC (400 mM/



52

72 h), el tiempo de crecimiento fue también una
variable importante, que se correlacion6 con
los aislados permitiendo la separacion de los
de Aragua (GH1) y de Portuguesa (GH2 y GH3).
También cabe destacar, que la influencia de los
diferentes potenciales osmaéticos no afecté la
germinacion de los esclerocios que se
produjeron bajo estas condiciones, siendo y
capaces de germinar entre las 24 y 48 h
después de la siembra en PDA. Similares
resultados fueron obtenidos por Olaya y Abawi
(1996) quienes refirieron que las condiciones
ensayadas relativas a las variaciones de los
potenciales osmadticos, no afectaron la
estructura y conservacion de los esclerocios.

Mediante la caracterizacion AFLP y el ACP (Fig.
3), se pudieron diferenciar cinco GG de los
aislados de M. phaseolina; que evidencian
variabilidad genética del hongo. Estudios
previos realizados por Martinez-Hilders y
Laurentin (2012) también encontraron
variabilidad genética del patégeno, con una
cantidad de aislados relativamente pequefia
y procedente de un solo hospedante. Aunque
los GG1y GG2 estuvieron relacionados con
su origen geografico; esta relacion no fue clara
en los otros grupos. Estudios anteriores que
encontraron un alto grado de diversidad
genética, tampoco sefalan relaciones claras
de los grupos con el origen geografico (Linhai
etal., 2011).

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que los aislados de
M. phaseolina respondieron diferente al
potencial osmoético y fueron genéticamente
diferentes entre ellos, aunque no hubo una clara
correspondencia de los grupos genéticos con
los grupos hidricos. Por lo tanto, es necesario
resaltar la importancia de contar con aislados
caracterizados fisioldgica y genéticamente,
como insumo para ensayos de seleccion de
material vegetal obtenidos por mejoramiento
genético, y de esta manera, continuar en la
busqueda de alternativas del manejo del
patosistema en caraota.
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