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I - INTRODUCCION

El estudio de las relaciones huésped-patdgeno es un punto
central dentro de la Patologia Vegetal, cuya importancia se ha reconoci-
do desde que de BARY (1887) realizd los primeros trabajos sobre el te--

ma.

Este drea de la Patologia Vegetal trata de dilucidar, funda
mentalmente, las causas por las que un microorganismo es capiz de para
sitar sblamente a una planta, 8 a un pequefio grupo de ellas (cosa cierta -
incluso entre los denominados polifagos). Para ello ha de explicarse la -
naturaleza de los fenémenos de resistencia o susceptibilidad de las plantas

ante las infecciones.

Para comprender la naturaleza de la relacién huésped-pa--
tbgeno debemos considerar que supone la participacién de dos sistemas me
tabdlicos distintos y es, por tanto, consecuencia de la interaccién de los -
distintos componentes que forman cada uno de ellos. Entre estos compo--

nentes se incluyen los mecanismos de resistencia de las plantas.

Dentro de los mecanismos de resistencia podemos distinguir
aquéllos constitutivos, presentes tanto en plantas enfermas cémo en sanas -
(por ejemplo caracteres estructurales de la epidermis), de los que se indu
cen en respuesta a la accién del patdégeno (por ejemplo alteraciones en la -
composicién de la pared celular) y que en conjunto forman la llamada de--
fensa activa del huésped. Entre los mecanismos de defensa activa se ha -
prestado especial atencién a la acumulacién, por parte de la planta, de ---

compuestos fungitéxicos o fitoalexinas.

La teoria de las fitoalexinas se origina en los trabajos de -

MULLER y BORGER (1940) sobre el sistema patata - Phytophthora infestans

dBy: al infectar discos de tubérculo con razas avirulentas del hongo, éstos -

adquirian resistencia a infecciones posteriores con razas virulentas, o con -



otros hongos patégenos. La resistencia quedaba circunscrita a partes -
del tejido proximas a las infectadas inicialmente, y no era debido a in-
compatibilidad entre los patbégenos ensayados. Atribuyeron esta resis--
tencia adquirida a la acumulacién de hipotéticos compuestos fungitdxicos
a los que denominaron fitoalexinas. MULLER (1956) define a las fitoa--
lexinas como "antibiGticos que se producen como resultado de la interac
cién de dos sistemas metabdlicos distintos, huésped y parédsito, y que -

inhiben el crecimiento de microorganismos patdgenos de plantas’.

Durante las dos tdltimas décadas se ha investigado inten
samente sobre la naturaleza, induccién y sintesis, papel en la patogéne
sis y accién de las fitoalexinas sobre los patégenos, pero aiin permane-

cen mal comprendidos numerosos aspectos de los puntos mencionados.

En este trabajo pretendemos presentar el estado actual -
de la teoria de las fitoalexinas con respecto a su papel en la relacién -
huésped-patdgeno, centrindonos en el trabajo que hemos realizado sobre

el sistema Phaseolus vulgaris L. (la judia comin) - Botrytis cinerea --

Pers ex Fkl. Para una discusién méas general del papel de las fitoale--
xinas nos remitimos a las recientes revisiones de DEVERALL (1976), -

CRUICKSHANK (1977) y VAN ETTEN y PUEPPKE (1976).

II - LA TEORIA DE LAS FITOALEXINAS

II-1. - Distribucién y naturaleza de las fitoalexinas .

En una primera etapa la investigacién sobre las fitoalexi-
nas se centrd fundamentalmente en su presencia en distintas especies ve-
getales, principalmente de interés agricola. Desde que CRUICKSHANK y
PERRIN (1966) aislaron y caracterizaron, a partir de guisante, la primera
fitoalexina (a la que denominaron pisatinma), se han encontrado compuestos -
que responden a la definicién de MULLER en especies pertenecientes a nu

merosas familias no relacionadas taxondémicamente: Lepuminosae, Cheno--

podiaceae, Malvaceae, Umbelliferae, Convolvulaceae, Solonaceae, Compo--
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sitae y Orchidaceae. Sin embargo no puede asegurarse que la produc

cién de fitoalexinas estd generalizada dentro del reino vegetal, ya --
que en varias familias y géneros, algunos de gran interés agricola -

ain no han podido encontrarse (por ejemplo en las Cucurbitaceae).

Las fitoalexinas son compuestos lipofilicos de bajo pe
so molecular y dentro de una misma familia botinica presentan, en -
general, una estructura quimica comun. Por ejemplo, en el caso de
las Leguminosae son isoflavonoides (excepto en el género Vicia en el
que se han aislado dos acetilfuranoides). En una misma planta ---
pueden acumularse distintas fitoalexinas, como es el caso de la judia
comiin, en la que se han encontrado los compuestos representados en
la Figura 1, presentes en distintas proporciones segin la interaccidn

considerada.

I11-2. - Fitoalexinas y patogénesis

Como hemos sefialado, el interés despertado por las
fitoalexinas desde su descubrimiento, se debe a su posible participa-
ciébn causal en la resistencia. La importancia de estos compuestos -
en la resistencia es valorada muy distintamente por diferentes autores,
centrandose la discusién sobre su papel en los puntos que analizamos -

a continuacidn.

I11-2-1 - Toxicidad de las fitoalexinas

La toxicidad de las fitoalexinas para microorganismos
patégenos de plantas, puesta de manifiesto por MULLER Y BORGER -
(1940), fué la causa del interés despertado por estos compuestos. Sin
embargo su mecanismo de accién es un tema relativamente mal cono-
cido.

En el caso de las fitoalexinas de la judia la investiga-

cién se ha centrado principalmente en la faseolina, compuesto mayorita



CHs Faseolinisoflavano

Faseolidina Kievitona

Fig. 1 - Fitoalexinas de la judia,



rio dentro del complejo de fitoalexinas de esta planta. Desde las
primeras observaciones de MULLER (1956, 1958) con zoosporas de
P. infestans hasta las mas recientes de VAN ETTEN y BATEMAN
(1971) y SLAYMAN y VAN ETTEN (1974) con Rehizoctonia solani -

Kihn y Neurospora crassa Sher et Dodge, los datos parecen indi-

car que el punto de accidn de la faseolina es la membrana celular
sobre la que actuaria con efectos andlogos a los antibiGticos polié-
nicos. El mecanismo de accién, sin embargo, debe ser distinto -
al de éstos, ya que la accién de la faseolina no es inhibida por el
colesterol. Las alteraciones debidas a la faseolina tienen lugar -
inmediatamente después de que el hongo entre en contacto con la -
fitoalexina, lo cual puede ser especialmente importante al conside-

rar el papel de la fitoalexina '"in vivo',

La accibén de la kievitona sobre distintos hongos --
(SMITH, 1976) es similar a la de la faseolina, y los efectos de am
mas son aditivos, lo que hace suponer un modo de accidén similar -
para estos dos compuestos. El modo de accién del resto de las --

fitoalexinas isoflavonoides ha sido poco estudiado.

La fitotoxicidad de las fitoalexinas es un punto aun.
menos estudiado. En el caso de la judia sabemos, Unicamente, --
que la faseolina provoca cambios de permeabilidad en tejidos de --
P. vulgaris (ELNAGHY y HEITEFUSS; 1976) y que inhibe el creci-
miento de cultivos de células de esta planta, provocando su muerte
(GLAZENER y VAN ETTEN, 1978). Ademis estos cultivos celu--
lares son capaces de metabolizar la fitoalexina. Ambos fenémenos
son de importancia a la hora de interpretar los datos de su acumu-

lacién en tejidos infectados, y su relacién con la necrosis celular.
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II-2-2 - Las {fitoalexinas como factores de resistencia.

Numerosos autores han atribﬁido a las fitoalexinas -
no sélo un papel como factores de resistencia, sino como los deter-
minantes primarios de ésta. En este caso las fitoalexinas deberian
ser responsables de la especificidad de la relacién huésped-patdgeno,
lo que se ha tratédo de explicar en base, fundamentalmente, a dos -

teorias extremas pero no excluyentes,

A - Hipétesis de la sensibilidad diferencial

Esta hipdtesis (VAN 'ETTEN y PUEPPKE, 1976) su--
pone que el hecho que diferencia una reaccién susceptible de una re
sistente es la respuesta del microorganismo parisito a las fitoalexi-
nas del huésped. La interaccién huésped-patdgeno seria compatible -
en el caso de que el microorganismo fuera tolerante a las fitoalexi-
nas, e incompatible si fuera sensible. Tolerancia y sensibilidad se
refieren a concentraciones del drden de las presentes en tejidos in--

fectados.

Esta hipdtesis fué, en principio, elaborada a partir -
de datos de CRUICKSHANK (1962) que, estudiando el efecto de la -
pisatina sobre cincuenta aislamientos de hongos, observd correlac--
cibn entre patogeneidad para el guisante y tolerancia a su fitoalexi--
na. Resultados similares obtuvieron CRUICKSHANK y PERRIN ---
(1971) para faseolina, y MANSFIELD y DEVERALL (1974) para el --
4dcido vierdmnico (fitoalexina del haba). Sin embargo numerosos tra-
bajos (por ejemplo SMITH et al 1975 y WARD et al 1974) llegan a -
conclusiones opouestas al no encontrar correlacién sensibilidad-avi-

rulencia en los sistemas estudiados.

Debemos destacar que, a lo contradictorio de los -
datos existentes debe sumarse la dificultad de comparar bioensayos

distintos, que éstos nunca pueden reflejar fielmente las condiciones



"in vivo! y que los conceptos de tolerancia y sensibilidad son

relativos,

En relacién con la sensibilidad diferencial hay -
que mencionar la capacidad de numerosos hongos, patdgenos y -
no patdgenos, de metabolizar las fitoalexinas de una planta, me
tabolismo que a menudé implica detoxificacidén, como se ha ob--

servado, por ejemplo con Fusarium solani Mast (Sacc) f. sp. ---

phaseoli (Burlc) Snyd et Haus, y B, cinerea con faseolina ---
(HEUVEL Y VAN ETTEN, 1973; HEUVEL, 1976). La correla--
cibn entre esta capacidad de detoxificacidén y virulencia tampoco

es generalizable.

B - Hipbtesis de la sintesis diferencial

Segin esta hipdtesis la reaccidn resistente es el
resultado de una acumulacién rapida en el huésped de elevadas
cantidades de fitoalexinas, mientras que la reaccidén susceptible
se caracteriza por un indice bajo de acumulag¢ién (VAN ETTEN

y PUEPPKE, 1976).

Los primeros datos experimentales que apoyan
esta hipétesis se deben a CRUICKSHANK y PERRIN (1965) y al
sistema guisante - Ascochita pisi Lib. Entre los numerosos -
trabajos con resultados similares podemos destacar los de KEEN
(1971) con soja-Phytophthora megasperma Drechs var Soja ---
Hild y BAILEY y DEVERALL (1971) con judia - Colletotrichum

lindemuthianum (Sacc & Magn) Br. et Cav.

La diferente acumulacidn de fitoalexinas observa
da en un mismo huésped seglin cual sea el microorganismo in-

fectante, debe ser controlada, de algin modo, por éste.
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KEEN (1975) sugiere que la alta concentracién -
de fitoalexinas propia de las interacciones incompatibles es debi
da a la accién sobre el huésped de inductores especificos de ca-
da hongo. Se han aislado inductores de este tipo a partir de --
distintos hongos, Estos inductores son, en general, polisacari-
dos de la pared celular y en los pocos casos en que se han pu-
rificado y caracterizado (por ejemplo de distintas especies de -
Colletotrichum, ANDERSON 1978) no difieren ni en capacidad -
de induccién ni en composicién, por lo que no se les puede res
ponsabilizar de la diferente acumulacién de fitoalexinas observa-

da en distintas interacciones.

Por otro lado RAHE y ARNOLD (1975) sugieren
que la acumulacién de fitoalexinas es debida a una alteracién --
inespecifica de las células del huésped, y la acumulacién seria
reprimida especificamente en el caso de las interacciones com-
patibles. [Esta hipétesis, carente de base experimental, es rela

cionable con otro grupo de datos que comentamos a continuacidn.

1I-2-3 - Acumulacién de fitoalexinas y necrosis celular. -

Induccién por agentes abidticos.

Hasta ahora nos hemos referido exclusivamente
a hongos parisitos como agentes inductores de la acumulacibén -
de fitoalexinas. Sin embargo existe una amplia gama de induc-
tores de la acumulacidén de fitoalexinas, que se extiende desde -
distintos agentes bidticos o de origen bidtico (hongos, bacterias,
nematodos, virus, polisacaridos de la pared de hongos, etc.) -
a numerosos agentes abidticos (tratamientos con bajas tempera-

turas, irradiacidén con luz ultravioleta, sales de metales pesa-
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dos, antimetabolitos, etc.). Esta variedad de inductores, a -
menudo completamente inespecificos en su accidén, no compar-
ten mis caracteristicas que la de producir dafio y muerte celu

lares.

Por otro lado, desde los trabajos de MULLER
y BORGER (1940) se ha relacionado la acumulacidén de fitoalexi
nas con la necrosis o, fendomeno generalmente asociado, el --
pardeamiento celular. Las fitoalexinas, tdxicas para el micro
organismo parasito y para las células de la planta, serian res
ponsables de la limitacidén del crecimiento de aquél y del par-
deamiento y muerte celulares que acompafian, usualmente, a
la expresidn de la resistencia. Alternativamente las fitoalexi-
nas no serian responsables de estos procesos, sino compuestos
originados en las células durante la necrosis. A esta segunda
hipbtesis parecen apuntar los resultados de SATO et al (1971) -
con el sistema patata - P. infestans: la muerte del 20% de --
las células infectadas tiene lugar antes de que comience la acu
mulacién de fitoalexinas. Asimismo KIRALYY et al (1974), --
trabajando con patata y diversos hongos, deduce que la acumu-
lacion de fitoalexinas no es responsable de la resistencia, sino
que es posterior a la manifestaciéon de ésta y esti asociado a

la necrosis celular,

Por el contrario los trabajos histolégicos de --
MANSFIELD et al (1974), con habas, parecen demostrar que --
las fitoalexinas se acumulan en células vivas, y PAXTON et --
al (1974) han puesto de manifiesto que la acumulacién de fitoa-
lexinas puede tener lugar sin que haya pardeamiento o muerte
celulares. ©Posteriores trabajos de distintos autores contribu-
yen a la independencia de los fendmenos de acumulacién de fi-

toalexinas:y necrosis celular.
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Sin embargo el problema de la especificidad -
del mecanismo de induccidn de fitoalexinas y su relacién con
la necrosis celular sigue en pie. HARGREAVES y BAILEY -
(1978), experimentando con hipocotilos de judia en los que pro
vocan la muerte por congelacidén, concluyen que la sintesis de
fitoalexinas se produce en tejidos vivos, pero su acumulacién
tiene lugar en tejidos muertos. La induccién de la sintesis -
se deberia a metabolitos constitutivos, liberados al producir-
se la muerte celular, mecanismo que podria ser comiin a -
los distintos agentes inductores. Los trabajos enzimolégicos
de DIXON y LAMB (1979) sobre induccién de faseolina, sefia-
lan también una similitud entre los mecanismos de induccién

en inductores abidticos y de origen bioldgico.

Por otro lado, YOSHIKAWA (1978) propone -
distintos mecanismos de induccién de la acumulacién de gli-
ceolina en soja: los agentes bidticos estimulavian la sintesis
de la fitoalexina, los abidticos inhibirian su degradacién por -
las células de la planta. Hay que destacar que en tejidos sa-
nos de soja tiene lugar la sintesis y degradacién (pero no acu
mulacién) de gliceolina, y la generalizacién de este modelo a
plantas, como la judia, en las que las fitoalexinas se sinteti-

zan sdlo tras la infeccién, es problemitica.

III - LAS FITOALEXINAS EN LA INTERACCION PHASEOLUS
VULGARIS - BOTRYTIS CINEREA.

III-1 - Introductidn

Hemos enfocado el estudio de este problema -

centriandolo en aquéllos aspectos de mayor relevancia para la
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teoria de las fitoalexinas que se han sefialado en el aparta-
do anterior:
a) Toxicidad de las fitoalexinas de la judia para el --
hongo B. cinerea y relacidén entre sensibilidad a -
las fitoalexinas y virulencia en distintas cepas del

hongo.

b) Acumulacidén de fitoalexinas en tejidos infectados y su
relacién con la naturaleza de la interaccién huésped-

patogeno.

c) Relacién entre necrosis celular y acumulacién de --

fitoalexinas.

d) Acumulacidn en respuesta a un inductor abidtico y -

comparacién con la respuesta a B. cinerea.

Estos puntos los hemos abordado comparan-
do los fendmenos que tienen lugar en dos cultivares de judia,
de distinta susceptibilidad a B. cinerea, cuando son infecta-
dos por tres cepas de este hongo de distinta virulencia, o --
cuando son tratados con el inductor abidtico cloruro merciri

co.

Se emplean los cultivares Fortune y Garra--
fal Oro, ampliamente cultivados para produccidén de vaina --
verde. Las cepas de B. cinerea utilizadas las hemos lla-
mado SB1ll, obtenida de vid (Ciudad Real); SB2l, de pi---
miento (Almeria) y-SBZl5 obtenida de SB2l por cultivo conti -

nuo de ésta sobre Agar Patata Dextrosa (APD).
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Los tratamientos se realizan siempre sobre
hipocédtilos de plantulas de diez dias de edad, momento en -

que se ha completado la elongacién de este érgano.

Los hipocétilos intactos se inoculan con dis- -
cos de micelio, de 8 mm. de didmetro, cortados del borde de
colonias en crecimiento sobre APD, permaneciendo las plan--

tas en tiestos, bajo condiciones controladas.

El tipo de la interaccién se estima por la --
longitud de las lesiones producidas, considerando el periodo
comprendido entre el primer y el quinto dia tras la inocula

.2
cion.

La reaccién ante la infeccibn es distinta en
ambos cultivares, siendo mayores las lesiones en el cv. -
Fortune. Asimismo existen diferencias en el tamafio de --
las lesiones debidas a cada cepa, correspondiendo las mayo
res a SB2l y las menores a SB215 (Tabla 1). Las distintas
interacciones se corresponden, ademéis, con diferentes tipos
de lesidn: la infeccién de Garrafal Oro con SB1ll o SB2l5 --
produce lesiones de coloracién parde oscuro y crecimiento -
lento, controlado tras el segundo o tercer dia. Las lesio--
nes debidas a la infeccién de Fortune con SB2l son de as--
pecto hidrdpico y crecimiento rapido que concluye, al --
quinto dia, con el colapso del 96% de las plantas. Las --
lesiones producidas por SB1ll o SB2l5 en Fortune, y por -
SB2l en Garrafal Oro, son de tipo intermedio, pero difie-
ren en la proporcidén de lesiones controladas: 67% en SBll-
Fortune, 73% en SB2l5-Fortune y 83% en SB2l - Garrafal -

Oro (datos del quinto dia).
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Tenemos, por tanto, dos cultivares de dig
tinta susceptibilidad y tres cepas cuya virulencia se orde--
na, de mayor a menor, SB2l, SBll, SB2l5. Este sistema -
nos permite comparar interacciones de distinto tipo y estu-
diar el papel de las fitoalexinas en relacién a las diferen--
cias de resistencia del huésped y de virulencia del patoge--

no.

III-2 - Toxicidad para B. cinerea de las fitoalexinas -

acumuladas en hipocétilos infectados.

En extractos etandlicos de hipocétilos de -
Fortune y Garrafal Oro infectados por SB2l aparecen ---
cuatro compuestos que inhiben la germinacién de conidias
y el crecimiento de tubos germinativos de Cladosporium -
cucumerinum Ellis et Auth, hongo no patdgeno de la judia,
utilizado sisteméiticamente en bioensayos de las fitoalexi-
nas de esta planta (Tabla 2) (GARCIA-ARENAL et al 1978).
Los espectros de absorcién en el ultravioleta, las reac--
ciones con Dinitroanilina y Fast Blue Salt B, la movili--
dad en distintos sistemas cromatograficos y los espectros
de resonancia magnética de protdn, permiten identificar --
tales compuestos como las fitoalexinas faseolina, faseoli--
dina, faseolinisoflavano y kievitona. Un quinto compuesto
que hemes denominado D, se encuentra en los extractos -
de Fortune, péro no de Garrafal Oro, y es también téxi-

co para C. cucumerinum pero no para B.cinerea. Este -

compuesto es un isoflavonoide cuya caracterizacién no hemos

lleyado a cabo.
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Las cuatro fitoalexinas mencionadas se en-
cuentran en extractos de ambos cultivares infectados por -
cualquiera de las cepas SB1ll, SB21 y SB215. No se han -
encontrado otros compuestos fungitdxicos sefialados en ---
otras interacciones de judia y distintos patégenos, como --
2'metoxifaseolinisoflavano (VAN ETTEN, 1973) y cumestrol
(LYON y WOOD, 1975).

Se ha estudiado la toxicidad de tres de es-
tas fitoalexinas, faseolina, fasgolinisoflavano y kievitona,
sobre las cepas de Botrytis empleadas, considerando dos -
parametros: germinacién de esporas y crecimiento de tubos
germinativos de esporas ya germinadas. Faseolidina no se
incluy6 en estos ensayos por no disponer de suficiente can-

tidad de la fitoalexina purificada.

Las tres fitoalexinas (Tabla 3) inhiben la -
germinacién de esporas de las tres cepas, siendo conside
rablemente mas tdxicas faseolina y faseolinisoflavano que -
kievitona. Existen diferencias de sensibilidad entre las --
cepas,. siendo SB215 mas sensible que SB2l a las tres fi--

toalexinas ensayadas.

Estas fitoalexinas también inhiben el creci-
miento de tubos germinativos de las tres cepas (excepto -
kievitona para SB215, caso en el que se obtienen resulta-
dos andémalos) ( Tabla 4). Igual que para germinacién de
esporas las fitoalexinas no son igualmente téxicas: faseo-
linisoflavano es el compuesto de mayor toxicidad y kievi-
tona el de menor. En este caso, sin embargo, no pue--
den establecerse diferencias de sensibilidad entre las ce-

pas.



*BUOIIASIM =} ‘OUBAR[JOSIUI[O9SE =)D ‘BUI[OdSBI=y apuoqg (q

‘ugtoryedax 1od seIpIUOD (0] UBISPISUOD g ‘sauordredar g op paepuels Joxid £ vIpay (®

€€ ‘¢ 3 30 ‘vl 1% °0 : 89 ‘1 06 ‘1 : €€ ‘g Wuwr 001°0

6% ‘€ : 19 ‘21 8% ‘0 : L9°0 €21 7 8L ‘€ WWw 0560 ‘0 b |

L8°2 : g9 ‘g1 ¥€ ‘0 : 05 ‘0 L0 : 26 ‘2 Ww 620 ‘0

6% ‘S : LL ‘2L 19 ‘2 ; 28 ‘99 r4: : 06 ‘1¢ Ww 00T ‘0

06 ‘€ : PLGT ¥8 ‘0 p 20 ‘2 ow.H.m 01 ‘¢ WW 050 ‘0 o}

60'€ : oL it - €60 : 16°0 9¢ '1 : 8L°1 - NW G20 0

98 ‘2 : 96 ‘LS Gg ‘1 : 0T ‘19 G0 ‘2 : 68 ‘¥9 WwW 001 ‘0

88 ‘2 : LECLT L6 ‘0 : ¥G ‘€ G0 ‘1 : 18 ‘% WW 060 ‘0 v

L9 ‘1 : 6L°1 2L ‘0 : £6°2 86 ‘0 : LE 1 WwW 620 ‘0
g12ds 1248 . 11ds (4 oLSEINAWOD

_ (e VEGEANID '€ &d SvH
Odsd A NOIDVNIWNAD VT v¥vd (NOIDIZIHNI %) .
vianf v1 @d SYNIXEIVOLIZ Sv1 @A AvdAIDIXOL - € 'ON vIdVvl



*BUOITASTI =Y

‘OUBABRTJOSIUITOS82 =1

‘eurjooseg=y opuog (4

‘ugror3adsx xod soqni (g UBISPISUOD g “souordl3edox g op paepuels Joaas K wipsp (e

L'y : S% ‘01 - 6% ‘9 p .Nw.mq- ¥1°g : L9°6 WNw
30 ‘g T €0 ‘21’ 91 'y ..m 81°6 0Z ‘¢ : Y6 ‘11 wWw
25 ‘9 m 80 91 0¢ ‘9 m g€ ‘01 L6 ‘s m 81 ‘¥1 wWw
28 ‘1 3 96 ‘69 26 ‘2 : 6Z ‘¢l G0 ‘2 p 06 ‘09 W
SL°¢ m $8 ‘29 ¥9.-‘¢ m G€ ‘89 16 ‘1 m 12 ‘0L Ww
0¢ ‘v “ 6L L 1% ‘9 m ye ‘et 9¢ ‘1 P ¥ ‘6% wWw
€29 i 16 ‘02 ¥ ‘L p €1°0¢ 6% ‘v 7 66 ‘99 W
829 m A1 9% m ¥ ‘€2 09 ‘¢ p 66 ‘96 W
211 m 29 ‘S 629 m 8L 1 00 ‘2 p §1°9¢ N
12dS 11das

§12dS

GL0 ‘0
060 ‘0 !
620 ‘0

GL0 ‘0
060 ‘0 D
G200

090 ‘0
0€0 ‘0 v
S10 ‘0

(a 01sININOD

(e VEZUENID "9 TA SOAILVNIWYAD SOd-
--N1L dd OLNIAINIDTED "TH vuvd (NOIDIIHNI %)
vidal vI dd SVNIXATVOLIA Syl Ad dvaldIXol

= ¥ "oN vIdVvl



2]

El crecimiento de tubos germinativos es -
mas sensible a la accién de las fitoalexinas que la germi
nacién de esporas, lo que esti de acuerdo con los datos -
existentes (por ejemplo SKIPP y BAILEY, 1977) y es ex--
plicable por la distinta permeabilidad y/o las propiedades
de absorcidn de las paredes de esporas y tubos germina-

tivos.

Si bien existe correlacién entre la toleran-
cia de las esporas a las fitoalexinas y la virulencia de --
las cepas SB2l y SB215, tal correlacién no aparece en el
caso de tubos germinativos y la cepa SBll no puede in---
cluirse en esta ordenacién. No podemos, por tanto, atri-
buir la diferente virulencia de las cepas a una distinta --
sensibilidad a las fitoalexinas, maxime cuando en general
se considera que el bioensayo que mejor refleja la situa-
cidén "in vivo' es el efectuado sobre tubos germinativos -
(SKIPP y BAILEY, 1977), en el que se manifiesta mas cla
ramente la correlacién virulencia-tolerancia a las fitoale--

xinas, cuando existe (CRUICKSHANK, 1977).

111-3 - Dindmica de la acumulacién de fitoalexinas en

las distintas interacciones P. vulgaris-B. cinerea

La cuantificacién de fitoalexinas en hipoco-
tilos infectados se realiza a las 24, 72 y 120 h tras la -
inoculacién. Se observa (Fig. 2, 3 y 4) que las fitoalexi-

has faseolina y kievitona se encuentran desde las 24 h.
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5
Faseolina Kievitona
———————— F-m—
Faseolidina Faseolinisoflavano
- Aimm—=oo oo oo 7, -  miendtemadebteandderit b
"0 24 72 120h 0 24 72 12Q h

Fig. 2 - Acumulacién de fitoalexinas en hipocétilos de los cvs Garrafal .
Oro (—) y Fortunec (---) tras la inoculacién con la cepa SBIl,
Media y error standard de al menos cuatro repeticiones.
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. Faseolina Kievitana
Faseolidina ¥ascolinisoflavano
_________ = 1 a /’—4—‘:::?:./_____!
0 24 72 1201e. O 24 72 120 h.

Fig. 3 - Acumulacién de fitoalexinas en hipocétilos de los cvs. Garrafal -
Oro (——) y Fortune (---) tras la inoculacién con la cepa SB2l.
Mecdia y error standard de al mecnos cuatro repeticiones.
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Fascolina Kicvitona
]
Faseolidina Fasecolinisoflavano
\‘1
0 24 72 120h. O 24 72 120 h.

Fig. 4 - Acumulacién dc fitoalexinas en hipocétilos de los cvs. Garrafal -
Oro (— ) y Fortune (---) tras la inoculacién con la ccpa SB215.
Media y crror standard de al menos cuatro repeticiones.
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en las lesiones producidas por cualquiera de las cepas, --
mientras que faseolidina y faseolinisoflavano sblo se en---

cuentran, en ese momento, en las lesiones debidas a SB21.

Considerando globalmente las cuatro fitoa--
lexinas la cantidad acﬁmulada es mayor, para cualquier ce
pa,en tejidos del cultivar menos susceptible. Existen tam-
bién diferencias significativas entre aislamientos en cuanto
a las cantidades globales de fitoalexinas acumuladas ----
(SB215 » SB11 »SB21). Es decir, la mixima acumulacién -
corresponde a la cepa menos virulenta (SB215), y la mi-

nima a la mas virulenta (SB21).

En todos los casos la fitoalexina que se acu-
mula en mayor cantidad es la faseolina. Los modelos de -
acumulacién observados varian para cada compuesto y ca--
da interaccién: normalmente la concentracidén de fitoalexinas
alcanza un nivel estable tras 24 6 72 h., en algunos casos -
hay un méaximo a 72 h. y en la interaccién SB1ll-Garrafal --
Oro hay acumulacién continua de faseolinisoflavano (FRAILE

et al 1979).

Parece, por tanto, que la resistencia de la
judia a la infeccién por B. cinerea esti correlacionada con -
altos niveles de acumulacién de fitoalexinas, como se ha --
sefialado para otros. sistemas huésped-parisito (por ejemplo

CRUIEKSHANK y PERRIN 1965, BAILEY y DEVERAL 1971,
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KEEN 1971). En cada cultivar el nivel de fitoalexinas de-

pende de la cepa infectante : esti inversamente correlacio
nado con la resistencia, y el modelo de acumulacién es es
pecifico para cada interaccién. Por tanto parece que el -
tipo de interaccibén estad determinaao, al menos en parte, -
por el nivel de fitoale#inas que se acumula : sin embargo

deben intervenir también otros factores, como indica el --
muy distinto nivel de acumulacién en las interacciones SB21
Garrafal Oro y SBll - Fortune, mientras que el tipo de --

reaccién es muy similar.

Por otro lado debemos tener en cuenta la -
capacidad de B. cinerea de detoxificar las fitoalexinas de la
judia como sefiala HEUVEL (1976). En caso de que hubiera
diferencias en la capacidad de degradacién de las distintas -
cepas, correlacionada con su virulencia, ésto podrfa deter-
minar la concentracién de fitoalexinas en cada interaccién, -
ya que la acumulacién final es el balance de la sintesis y -
la degradacién por parte del microorganismo y de las cé--

lulas del huésped.

La pérdida de virulencia del aislamiento --
SB215, que procede del altamente virulento SB2l, podrfa -
estar asociada con una pérdida de la capacidad de degra--
dar las fitoalexiﬁas y/o una mayor capacidad de inducir --

la acumulacién de éstas en el huésped.



27

III -4, Acumulacibén de fitoalexinas y necrosis

Hemos estudiado, histoquimicamente, la localizacién
y €l momento de la acumulacién de fitoalexinas en hipocétilos de Ga-
rrafal Oro y Fortune infectados por la cepa SB2l' (GARCIA-ARENAL
y MATEO-SAGASTA 1977), utilizando la tincién con Fast Blue Salt B
(FBB), que da una coloracién especifica rosa-anaranjado con los iso-
flavonoides, Awunque esta reaccidén es general de isoflavonoides, ya -
que esta clase de- compuestds no existe en tejidos sanos de judia (co-
mo sefialan RATHMELL y BENDALL, 1971,y hemos comprobado por -
la reaccién negativa en hipocodtilos sanos) es razonable considerar una
reaccibén positiva con FBB como indicadora de la presencia de fitoale-

xinas.

De este modo hemos detectado, de igual mopdo en am-
bos cultivares, acumulacioén de isoflavonoides en células epidérmicas a
los 60 min. de la inoculacién. La respuesta de acumulacién de fitoale
xinas es, por consiguiente, sumamente ripida, y precede con mucho a
las primeras manifestaciones morfoldgicas de la accidén del pardsito -
(colapso de la epidermis, que comienza a las 6 h.) y a la penetracién,
que tiene lugar a partir de las 12 h, Al progresar la infeccién la acu
mulacién de isoflavonoides continlla observindose en células sanas veci

nas a las infectadas.

Estudiando simultaneamente la deposicién de callosa en
las paredes celulares observamos que tiene lugar, aunque posteriormen
te (comienza a los 90 min.), en las mismas células en que se han acu
mulado fitoalexinas'. Esto indica que la acumulacidén de fitoalexinas tie
ne lugar en células metabdlicamente activas, y que ademd&s comienza -
antes de las primeras necrosis de células del huésped. Parece claro
que, en la interaccidén estudiada, la acumulacién de fitoalexinas no es -

causada por la necrosis celular, siendo el primer fendémeno una altera
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cién mediatizada por la presencia del hongo y muy anterior

a la penetracién de éste.

IT - 5.0 Respuesta al tratamiento con cloruro mercirico.

El tratamiento de los hipocétilos con - - -
Hg Cl, 6x10-4M produce lesiones pardas, de igual tamafio en
los dos cultivares, cuya longitud no aumenta con el tiempo -

(Tabla 5).

Las concentraciones de fitoalexinas en estas
lesiones, medidas a las 24, 72 y 120 h., aparecen en la --
Fig. 5. Las cuatro fitoalexinas estin presentes desde 24 h.
tras el tratamiento. No existen diferencias significativag en
tre los cultivares en cuanto a las cantidades de fitoalexinas
acumuladas, tanto si se consideran individualmente como en

su conjunto.

Como ocurria en las infeccjiones por B.cine-
rea, faseolina es el compuesto que se acumula en mayores -
cantidades, Los modelos de acumulacién son distintos a los
encontfados en las interacciones con B.cinerea '(FR_AILE et -

al 1979).

Estas respuestas, claramente distintas al --
caso de Botrytis, sugieren la existencia de distintos mecanis-
mos de induccidén para los inductores abibtico y bidtico. Es-
to esti, aparentemente, en contradiccién con la hipétesis, ya
comentada, de HARGREAVES y BAILEY (1978) que propone la
existencia de un inductor constitutivo presente en células sa--
nas de judia, y liberado por la accidén de cualquier tipo de --

agente exterior. Esta contradiccién no seria tal si suponemos
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Kicvitona J Faseolina

Faseolidina Faseolinisoflavano

24 72 120 h 0 24 72 120 h
Acumulacién de fitoalexinas cn hipocdtilos de los cvs. Garrafal -
Oro (—) y Fortune (---) tras cl tratamicnto con cloruro merca-
rico.

Media y error standard de al menos cuatro repeticiones.
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la existencia de distintos inductores constitutivos, con mo-
dos de accién no idénticos, o bien que existiendo un solo -
inductor su efecto variara con la dosis liberada, funciém a

su vez del tipo de agente exterior.

Por otro lado, los datos de acumulacidén -
en respuesta al Hg Cl2 muestran que plantas que tienen --
igual capacidad para acumular fitoalexinas no reaccionan de
la misma manera ante distintos inductores, y que las canti
dades de fitoalexinas acumuladas dependen tanto dc la plan-

ta como del agente inductor.
III - 6. Conclusiones.

La toxicidad de las fitoalexinas de la judia
para los aislamientos de B.cinerea indica que estos com-—
puestos son factores que contribuyen a limitar el crecimien

to del hongo en los tejidos de la planta.

La acumulacién de las fitoalexinas se pro-
duce en células metabdlicamente activas, con anterioridad -
a que sean invadidas por el pardsito y comienza antes de -
que tengan lugar las primeras necrosis de células del hués

ped.

Estas observaciones descartan la posibili-
dad de que las fitoalexinas sean compuestos asociados a la
necrosis celular, cuya acumulacién acompafiara o siguiera-
a la manifestacién de la resistencia y deja abierta la posi

bilidad de &u participacién en este fendémeno,

Por otro lado, las distintas respuestas de

acumulacién observadas entre las diferentes interacciones -
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P.vulgaris - B.cinerea estudiadas y entre estas y el tra-

tamiento con Hg Cl;, demuestran que la acumulacién de -
fitoalexinas es un fenémeno altamente especifico que po--
dria representar yn papel importante en la determinacién

de la naturaleza de la relacién huésped-patdgeno.

Los datos obtenidos respecto a la toxici--
dad de las fitoalexinas para B.cinerea, sugieren que la -
sensibilidad de las distintas cepas para las fitoalexinas no
es un factor importante que condicione la virulencia y la -

naturaleza de la interaccién.

La correlacién entre acumulacién de fito--
alexinas y tipo de reaccidén del huésped parece indicar que
el éxito de las distintas cepas en colonizar los tejidos de
aquél, estd determinado por los distintos niveles de fito--

alexinas.

Sin embargo, los casos intermedios SB2l -
Garrafal Oro, SBll-Fortune y SB2l5-Fortune, sugieren la
participacién de otros factores en la determinacién del ti-
po de interaccién. Dada la complejidad, varias veces su-
brayada, de la interaccién huésped-patdégeno, no es de es-
perar que el caso expuesto se pudiese explicar consideran

dn solamente el factor fitoalexinas.

Por altimo debemos sefialar que para obte
ner una visidn mAas completa del papel de las fitoalexinas

en la interaccién P.vulgaris - B.cinerea, seria necesario

estudiar otros aspectos, como la capacidad del patbgeno -
de degradar y detoxificar las fitoalexinas, o la acumula--
cién en los primeros momentos de la interaccidén, antes -

de la penetracién del pardsito.
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SERIE UNIVERSITARIA

TITULOS PUBLICADOS

(Filosofia, Teologia, Historia, Artes Plasticas, Misica, Literatura y Filologia)

10
12
14
6
18
21
32

40

53

54

Fierro, A.:
Semantica del lenguaje religioso.

Torres Monreal, F.:
El teatro espafiol en Francia (1935
1973).

Curto Herrero, F. Fco.:
Los libros espaiioles de caballerias en
el siglo XVL.

Valle Rodriguez, C. del:
La obra gramatical de Abraham Ibn°
Ezra.

Solis Santos, C.:
El significado tedrico de los términos
descriptivos.

Garcia Montalvo, P.:

La imaginacién natural (estudios so-
bre la literatura fantistica norteame-
ricana).

Duran-Lériga, M.:
El hombre y el disefio industrial.

Acosta Méndez, E.:
Estudios sobre la moral de Epicuro
y el Aristételes esotérico.

Estefania Alvarez, M.* del D. N.:
Estructuras de la épica latina.

Herrera Herndndez, M.* T.:

Compendio de la salud humana de

Johannes de Ketham.

Flaquer Montequi, R.:
Breve introduccion a la historia del
Sefiorio de Buitrago.

60

61

62

67

68

70

71

72

73

75

77

Serie Marrén

Alcald Galvé, A.:
El sistema de Servet.

Mouré&o-Ferreira, D., y Ferreira, V.:
Dos estudios sobre literatura portu-
guesa contemporanea.

Manzano Arjona, M.*:
Sistemas intermedios.

Acero Fernédndez, J. J.:
La teoria de los juegos seménticos.
Una presentacion.

Ortega Lépez, M.:
El problema de la tierra en el expe-
diente de Ley Agraria.

Martin Zorraquino, M* A.:
IConstrut:ciones pronominales anéma-
as. .

Ferndndez Bastarreche, F.:
Sociologia del ejército espaiiol en el
siglo XIX.

Garcia Casanova, J. F.:
La filosofia hegeliana en la Espaiia
del siglo XIX.

Meya Llopart, M.:
Procesamiento de datos lingiiisticos.
Modelo de traduccién automatica del
espaiiol al aleman.

Artola Gallego, M.:
El modelo constitucional espafiol del
siglo XIX.

Almagro-Gorbea, M., y otros:
C-14 y Prehistoria de la Peninsula
ibérica.



94

98

100

11

19

20

22

25

26

Falc6n Maérquez, T.:
La Catedral de Sevilla.

Vega Cernuda, S. D.:
J. S. Bach y los sistemas contrapun-
tisticos.

Alonso Tapia, J.:
El desorden formal de pensamiento en
la esquizofrenia.

102

110

{(Matematicas,

Mulet, A.:
Calculador en una operacién de rec-
tificacion discontinua.

Santiuste, J. M.:
Combustiéon de compuestos oxigena-
dos.

Vicent L6pez, J. L.:
Peliculas ferromagnéticas a baja tem-
peratura.

Salva Lacombe, J. A.:
Mantenimiento del higado dador In
vitro en cirugia experimental.

Pl4 Carrera, J.:
Estructuras algebraicas de los siste-
mas légicos deductivos.

Drake Moyano, J. M.:
Simulacién electrénica del
vestibular.

aparato

Purroy Unanua, A.:
Estudios sobre la hormona Natriuré-
tica.

Serrano Molina, J. S.: .
Analisis de acciones miocéardicas de
bloqueantes Beta-adrenérgicos.

Pascual Acosta, A.:
Algunos tépicos sobre teoria de la in-
formacioén.

| Semana de Biologia:
Neurobiologia.

I Semana de Biologfa:
Genética.

27

28

29

30

39

44

45

a7

48

49

Puentes Florido, F.:
Rafael Cansinos Assens (novelista,
poeta, critico, ensayista y traductor).

Pitarch, A. J., y Dalmases Balafia,
Nuria:

El disefio artistico y su influencia en
la industria (arte e industria en Espa-
ila desde finales del siglo XVII hasta
los inicios del XX).

Serie Verde

Fisica, Quimica, Biologia, Medicina)

I Semana de Biologfa:
Genética.

Zugastl Arbizu, V.:
Analizador diferencial digital para con-
trol en tiempo real.

Alonso, J. A.:
Transferencia de carga en aleaciones
binarias.

Sebastian Franco, J. L.:
Estabilidad de osciladores no sinu-
soidales en el rango de microondas.

Blasco Oilcina, J. L.:

Compacidad numerable y pseudocom-
pacidad del producto de dos espa-
cios topoldgicos.

Sanchez Rodriguez, L.:
Estudio de mutantes de saccharomy-
ces cerevisiae.

Acha Catalina, J. I.:
Sistema automético para la explora-
cién del campo visual.

Garcia-Sancho Martin, F. J.:
Uso del acido salicilico para la me-
dida del pH intracelular.

Garcia Garcia, A.:

Relacién entre iones calcio, farmacos
ion6foros y liberacion de noradrena-
lina.

Trillas, E., y Alsina, C.:
Introduccion a los espacios métricos
generalizados.



50

51

52

55

56

57

59

63

65

66

69

76

80

82

84

Pando Ramos, E.:
Sintesis de antibiéticos aminoglicosi-
dicos modificados.

Orozco, F., y Lépez-Fanjul, C.:
Utilizacién 6ptima de las diferencias
genéticas entre razas en la mejora.

Gallego Fernandez, A.:
Adaptacién visual.

Castellet Solanas, M.:
Una contribucion al estudio de las
teorias de cohomologia generalizadas.

Sanchez Lazo, P.:

Fructosa 1,6 Bisfosfatasa de higado
de conejo: modificacion por proteasas
lisosomales.

Carrasco Llamas, L.
Estudios sobre la expresion genética
de virus animales.

Afonso Rodriguez, C. N.:
Efectos magneto-opticos de simetria
par en metales ferromagnéticos.

Vidal Costa, F.:
A la escucha de los sonidos cerca de
TA en el 4y liquido.

Andréu Morales, J. M.:
Una proteina asociada a membrana y
sus subunidades.

Blazquez Fernindez, E.:

Desarrollo ontogénico de los recep-
tores de membrana para insulina y
glucagén.

Vallejo Vicente, M.:
Razas vacunas autéctonas en vias de
extincion.

Martin Pérez, R. C.:
Estudio de la susceptibilidad magne-
toeléctrica en el Cr.0, policristalino.

Guerra Suérez, M.* D.:
Reaccion de Amidas con compuestos
organoaluminicos.

Lamas de Ledn, L.:
Mecanismo de las reacciones de ioda-
cién y acoplamiento en el tiroides.

Repollés Moliner, J.:

Nitrosacién de aminas secundarias co-
mo factor de carcinogénesis ambien-
tal.

86

87

88

89

91

92

93

95

96

101

103

105

106

107

111

Il Semana de Biologfa:
Flora y fauna acuéticas.

Il Semana de Biologfa:
Botanica.

Il Semana de Biologia:
Zoologia.

Il Semana de Biologia:
Zoologia.

Viéitez Martin, J. M.:
Ecologia comparada de dos playas de
las Rias de Pontevedra y Vigo.

Cortijo Mérida, M., y Garcia Blan-
co, F.:

Estudios estructurales de la glucége-
no fosforilasa b.

Aguilar Benitez de Lugo, E.:
Regulacién de la secrecion de LH y
prolactina en cuadros anovulatorios
experimentales.

Bueno de las Heras, J. L.

Empleo de polielectrolitos para la flo-
culaciéon de suspensiones de particu-
las de carbén.

Nafez Alvarez, C., y Ballester Pé-
rez, A.:

Lixiviacion del cinabrio mediante el
empleo de agentes complejantes.

Fernandez de Heredia, C.:
Regulacién de la expresion genética
a nivel de transcripcién durante la di-
ferenciacion de Artemia salina.

Guix Pericas, M.:

Estudio morfométrico, 6ptico y ultra-
estructural de los inmunocitos en la
enfermedad celiaca.

Llobera i Sande, M.:

Gluconeogénesis «in vivo» en ratas
sometidas a distintos estados tiroi-
deos.

Uson Finkenzeller, J. M.:
Estudio clasico de las correcciones ra-
radiactivas en el atomo de hidrégeno.

Galian Jiménez, R.:
Teoria de la dimension.

Obregén Perea, J. M.:
Deteccion precoz del hipotiroidismo
congénito.



13

23

24

3

33

35

36

38

21

42

Serie Roja

(Geologia, Ciencias Agrarias, Ingenieria, Arquitectura y Urbanismo)

Velasco, F.:
Skarns en el batolito de Santa Olalla.

Aleman Vega, J.:
Flujo inestable de los polimeros fun-
didos.

Fernandez-Longoria Pinazo, F.:
El fenémeno de inercia en la renova-
cion de la estructura urbana.

Fernidndez Garcia, M.* P.:
Estudio geomorfolégico del
Central de Gredos.

Macizo

Ruiz Lépez, F.:
Proyecto de inversién en una empre-
sa de energia eléctrica.

Bastarreche Alfaro, M.:
Un modelo simple estético.

Martin Sanchez, J. M.:
Moderna teoria de control:
adaptativo-predictivo.

método

Zapata Ferrer, J.:
Estudio de los transistores FET de
microondas en puerta comdn.

Ordéfiez Delgado, S.:
Las Bauxitas espafiolas como mena
de aluminio.

Jouvé de la Barreda, N.:
Obtencion de series aneuploides en
variedades espaiiolas de trigo comiin.

Alarcén Alvarez, E.:
Efectos dinamicos aleatorios en tiine-
les y obras subterraneas.

Lasa Dolhagaray, J. M., y Silvan Lo-
pez, A.:

Factores que influyen en el espigado
de la remolacha azucarera.

Sandoval Hernandez, F.:
Comunicacion por fibras oépticas.

Pero-Sanz Elorz, J. A.:

Representacion tridimensional de tex-
turas en chapas metalicas del siste-
ma cibico.

43

46

58

64

79

81

83

90

97

99

104

109

Santiago-Alvarez, C.:
Virus de insectos: multiplicacion, ais-
lamiento y bioensayo de Baculovirus.

Ruiz Altisent, M.:
Propiedades fisicas de las variedades
de tomate para recoleccion mecénica.

Serradilla Manrique, J. M.:
Crecimiento, eficacia biologica y va-
riabilidad genética en poblaciones de
dipteros.

Farré Muntaner, J. R.:
Simulacién cardiovascular
un computador hibrido.

mediante

Fraga Gonzalez, B. M.:
Las Giberelinas. Aportaciones al estu-
dio de su ruta biosintética.

Yafiez Parareda, G.:
Sobre arquitectura solar.

Diez Viejobueno, C.:
La Economia y la Geomatematica en
prospeccion geoquimica.

Pernas Gali, F.:
Master en Planificacion y Disefio de
Servicios Sanitarios.

Joyanes Pérez, M.* G.:

Estudios sobre el valor nutritivo de la
proteina del mejilléon y de su concen-
trado proteico.

Ferndndez Escobar, R.:

Factores que afectan a la polinizacién
y cuajado de frutos en olivo (Olea
europaea L.).

Oriol Marfa i Pagés, J.:

Economia de la produccién de flor
cortada en la Comarca de el Me-
resme.

Garcia del Cura, M.* A.:
Las sales sédicas, calcosédicas y
magnésicas de la cuenca del Tajo.



17

34

37

74

Serie Azul

(Derecho, Economia, Ciencias Sociales, Comunicacién Social)

Ruiz Bravo, G.:
Modelos econométricos en el enfo-
que objetivos-instrumentos.

Duréan Lépez, F.:

Los grupos profesionales en la pres-
tacion de trabajo: obreros y emplea-
dos.

Lazaro Carreter, F., y otros:
Lenguaje en periodismo escrito.

Hernandez Lafuente, A.:
La Constitucion de 1931 y la autono-
mia regional.

78

85

Martin Serrano, M., y otros:
Seminario sobre GCultura en Perio-
dismo.

Sirera Oliag, M.* J.:
Las ensefianzas secundarias en el
Pais Valenciano.

108 Orizo, F. A.:

Factores socio-culturales y compor-
tamientos econémicos.
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