Investigacién sobre los nddulos caulinos del olea europea.

Nuestra metodologfa._’Nuestros datos y su interpretaci(')n
por

Camilo Torras Casals (1)

I. INTRODUCCION

En el presente trabajo, tan solo poseemos datos de olivares de la pro-
vincia de Barcelona, aunque consultando bibliografia sobre el particular
vemos que en toda Espana, en Italia, Francia y en todas partes donde gene-
ralmente se cultiva el olivo, se observan los fenémenos que pasamos a des-
cribir.

Sobre las ramas jovenes del olivo aparecen a menudo tubérculos, pri-
mero pequeilos, de superficie lisa, verdosos, de pocos milimetros de tamafio
(de 1 a 3 mm.), que crecen con relativa rapidez hasta conseguir los 10 6 15
milimetros de didmetro, haciéndose a su vez duros y leflosos; luego se
agrietan profundamente tanto, que a veces les da un aspecto como si hu-
biesen estallado. (Véanse al fin del trabajo algunas fotografias que dan idea
de los nodulos en el mismo olivo.) A nuestro parecer, esto se debe a que
su crecimiento es mas bien marginal y casi nunca se efectia por la parte
central; de aqui el aspecto de crater que toman. Excepcionalmente llegan
a alcanzar el tamaiio de una nuez; generalmente, cuando esto ocurre, su
forma es muy irregular. También en ramas que ya tienen muchos afios se
observan fendémetlos como estos, pero en los dltimos parecen mas bien res-
tos de lo que un dia fueron—tubérculos—, no quedando mas que uua cicatriz
suberosa. En las ramas que padecen el ataque, ademas de estos fendmenos
de hiperplasia se observan, no siempre, también fenoémenos de atrofia desde
la agalla para arriba; por tanto, con menos vegetacion, escasa produccidén
de flores e incompleta maduracién de frutos, ennegreciéndose éstos prema-
turamente y arrugandose su pericarpio. Jamas hemos comprobado que la

(1) Memoria galardonada con un Segundo Premio en el Concurso ordinario de la Aca-
demia  del afio 1946.



enfermedad haya amenazado la vida del arbol, de modo que sus estragos
se circunscriben a la produccién de la rama y da un aspecto desagradable
al olivo. La parte de ramas que hemos visto que a veces se atrofiaban, ter-
mina por secarse. :

1I. LITERATURA

A) iQUE SE HA DICHO DE ESTA ENFERMEDAD?

Arcangeli fué el primero que descubrié una bacteria en los tubérculos
del olivo, y la llamé Bacterium Olege. Trevisan la clasifico en el género
Bacillus, no considerando este organismo como patégeno. Comes y Prillieux,
y especialmente Sevastano y Smith, revelaron claramente la naturaleza bac-
teriana y patégena de la enfermedad.

Segtin Schiff, esas bacterias son alargadas, cilindricas, con extremos re-
dondeados, midiendo de 1,56 a 4,5 p de largo por 0,8 pn de ancho; dice que
son aerobias motiles que se encuentran generalmente aisladas, pero que en
los cultivos pueden formar cadenas cortas.

Savastano aisl6 una bacteria ficilmente cultivable en gelatina y en agar-
agar, produciendo coionias didfanas, circulares, amarillentas. La tempera-
tura apropiada para el cultivo estd entre los 82° y 88. En verano, la bacteria
fundia la gelatina, mientras que en invierno, no.

Segtn Schiff, en cultivos a 37° se puede obtener la formacién de esporas,
que parece no se forman en la naturaleza.

Segtin posteriores estudios, las formas aisladas por Savastano y Schiff-
Giorgini no son los verdaderos agentes productores de la enfermedad. La
forma descrita por el primero corresponde en gran parte al Ascobacterium
Luteum (Babés), que no es el microorganismo productor de la hiperplasia,
pero frecuentemente se encuentra acompafiando al verdadero agente pato-
geno. Dicho Ascobacterium Luteum fué encontrado por Peglion en la tu-
berculosis del Nerium Olegnder, del que tampoco es la causa,

El Bacillus Oleae que descubrié Schiff tampoco es la causa verdadera de
la tuberculosis del olivo.

Erwin F. Smith, en 1905, estudié y comprobdé que las bacterias descritas
por los autores que hemos mencionado no eran, como hemos visto, la ver-
dadera causa de la enfermedad, sino que era una bacteria con varios flage-
los no reunidos en filamentos, que no funden la gelatina ni producen espo-
ras, y sus colonias son blancas, con los bordes muy definidos. (Forma de
Smith, que ¢l mismo lamé Bacterium Savastanoi.)

Petri, en 1907, experimentando con todas las especies descritas, s6lo
pudo reproducir la enfermedad cuando inoculaba la forma de Smith.



B) CaAUsAs QUE FAVORECEN EL DESARROLLO DEL B. Savasrtawoi

SOBRE LA OLEA EUROPEA.

Savastano divide las causas en dos grupos: 1.° Causas ocasionales que
dependen del ambiente externo. 2.° Causas constitucionales que dependen
de la planta en si (resistencia varietal),

Las causas ocasionales se han subdividido en externas, metedricas y
traumaticas. Entre las primeras se consideran la fertilidad del suelo, riegos
y abonado excesivo, y todas aquellas condiciones que pueden contribuir
a hacer los tejidos demasiado ricos en jugos, por tanto, menos resisten-
tes a las acciones parasitarias.

Entre las causas metedricas, las heladas, la humedad y el granizo, que
pueden producir grietas y resquebrajaduras en la epidermis del tronco, ade-
mas de crear un ambiente favorable para el desarrollo de la enfermedad.

Son causas traumdticas las podas excesivas y fuera de tiempo, asi como
la nada aconsejable préctica del vareo en la cosecha de las aceitunas, y tam-
bién podemos incluir los desperfectos ocasionados por animales.

Y son causas constitucionales la natural predisposicion a la enferme-
dad de las distintas variedades del olivo, siendo algunas de ellas predis-
puestas al azote, que suelen coincidir con las de fruto mayor o mis pro-
ductivas.

Las variedades mas atacadas son las siguientes: En nuestra provincia
(Barcelona) es la Vera. En cambio, no son atacadas la Arbequina y la Be-
caruda. Segin Hidalgo Tablada, es muy perjudicada por la enfermedad la
variedad denominada «Lechiny (Olea ovalis Clem), y segin Navarro, «El
cornezueloy (Olea Europaea Ceraticarpa Clem), y en la region central de
Espafia, Olea Odorata. En Italia, segtin Savastano, son las variedades Ama-
ra, Acinina, Ritunnella, Baresano, Cellina, Cornolara, Pasola, Correggiola

y la Gentile,
C) TRABAJOS MICROSCOPICOS.

En la Memoria formulada por D. Leandro Navarro en 1898 encontra-
mos lo siguiente:

«Ligero estudio de las diversas formas de la enfermedad.—Dijimos que
se distinguian varias formas de tubérculos, segin la variedad de los teji-
dos atacados. Una de estas formas es la denominada por el profesor Mos-
chetini «tuberculosis corticaly, por no haberla encontrado afectando al teji-
do lefioso. Aparece al principio, dice este autor italiano, una pequefia man-
cha oscura, la cual se hincha lentamente, afectando wna forma lenticular
desecada, lisa o con pequefias desigualdades. Sigue creciendo el tuhérculo,



formanse en €l hendiduras y 16bulos, que terminan en una cavidad situada
en la parte central y toma un color verde ceniciento.

Comienza a desarrollarse la enfermedad en la zona herbacea, en la que
aparece un centro de bacterias, formindose una «Hiperplasiay patoldgica
alrededor de este centro, y las células pierden su forma poligonal y redon-
deada, haciéndose irregulares. La capa suberosa, que al principio perma-
nece extrafia a esta invasiéon, cede al fin, hendiéndose de un modo muy
variable.

A veces, la invasiéon de las bacterias afecta a la parte del «liber» de los
hacecillos fibro-vasculares, después a la zona generatriz, y entonces la afec-
cién se denomina «tuberculosis libero-lefiosan, que es la mds frecuente, pu-
diendo distinguirse, para facilitar su estudio, tres periodos. En el primero
notase una simple hiperplasia, las células se ven esparcidas, confusas, dis-
formes y con un espesor menor del normal de sus paredes, no conservain-
do la disposicién en arco, que puede observarse en las células de las sec-
ciones horizontales de los tubérculos. En el segundo periodo, los grupos
de las células sclerenquimatosas se disocian en otras mas pequefias, pre-
sentandose en grupos mas o menos esferoidales, y finalmente, en el tercer
periodo se llega a la uniformidad casi total del tejido, y alguna vez se
encuentran niicleos diseminados en este tejido, de los que se ha hablado
en el segundo periodo.

En la parte lefiosa de la planta suceden las cosas de un modo muy se-
mejante, y también pueden distinguirse tres fases en la afeccién. En la
primera, comparando el tejido lefioso sano con el enfermo, ndtase una hi-
perplasia en los elementos, prevaleciendo las células sobre las fibras, re-
tuércense los radios celulares y se nota una ligera «hipertrofian en los ele-
mentos. En la segunda fase, la hiperplasia y la hipertrofia se acenttian, los
vasos se engruesan y sus elementos se desarticulan, Las fibras se acortamn,
confundiéndose con las céiulas del parénquima, y las puntuaciones se acen-
tlan.

También aqui existe formacion de algunos nidcleos de fibras, que se
dgistinguen de los «liberianosy por estar formados de células con puntuacio-
nes que no se ven en estos nicleos. ’

En la tercera fase, el tejido conviértese en un parénguima uniforme de
células grandes, de paredes delgadas, siendo imposible distinguir los ca-
racteres de cada elemento,

Llégase al maximo de degeneracién, o sea de la formacién del tejido
enfermo.

No pudiendo seguir con el estudio de la enfermedad en la «zona gene-
1atrizn, ni con el desarrollo de la colonia bacteriana y desecacién de los tu-
bérculos, ni siendo posible dar idea de las diversas formas de tuberculosis
denominada yemal, ni de la que se desarrolla en los bordes de las heridas
y cortes dados en la poda.»
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Segun E. F. Smith, en olivos inoculados en 1910 observd numerosos
tubéreculos, que se desarrollaban a uno, dos y tres pies distantes del punto
de inoculacidn, en un periodo de siete meses, tanto bajando como subien-
do, en el sentido hacia el extremo del brote; él cree mis probable que sea
en este segundo sentido, o sea, siguiendo la corriente de la transpiracidn.

Asegura haber observado en el olivo un canal de infeccidén que une el
tubérculo primario con el que él llama secundario. Este canal, dice, es un
paso estrecho en el seno del lefloso, en que los tejidos son desorganizados
v la bacteria estd presente, tanto, que es posible verla sin tefiirla. Ademis,
sospecha de la existencia de canales similares en la corteza, sin que los
haya observado.

Supone el mismo Smith que los canales de infeccidn son una cadena
de células de las mismas que forman el tumor, y dice haberlo visto entre
la médula vy la madera, y finalmente afirma, apoyindose en muchas obser-
vaciones y experimentos, esta teoria de los canales y tumores secundarios.
Se funda en observaciones de Schiff-Giorgini para apoyar la teoria de la
metéstasis en la enfermedad del olivo. ‘

Savastano ya habia sefialado con anterioridad el desarrollo de dos cla-
ses de tumores, unos superficiales y otros en los tejidos profundos.

Segiin Teodoro Ferraris, seccionando un tumor joven se observan célu-
las variadas, algunas de paredes muy engrosadas; en distintos sitios se ven
lagunas formadas por destruccién de paredes celulares, que estan llenas de
zoogleas de bacterias. Seccionando un tumor viejo observa tejidos lefiosos
irregulares, formados por nddulos de células lignificadas, de paredes grue-
sas, asi como en otros sitios hay extratos suberosos, que se van disgregan-
do al llegar a la periferia y a las grandes lagunas, y cerca de las pequefias
ve &1 células repletas de bacterias.

D) H1POTESTS FORMULADAS SOBRE TA FORMACION DE LA HIPERPLASIA.

"E. F. Smith escribe en 1911:

«Mi actual hipétesis, en cuanto al mecanismo del desarrollo del tumor,
es como sigue: Por las heridas aue no han dafiado las células més alld de
las posibilidades de recuperarse, la bacteria halla una entrada a la célula,
dentro de la cual se multiplica ripidamente durante un corto tiempo; su
ulterior crecimiento estd mermado por la aparicién de un acido, al que es
muy sensible. Su primer efecto es impedir que crezca la bacteria, y en con-
secuencia, no puede haber muchas bacterias en una misma célula, y a veces
aquéllas toman formas de involucién (mazas e isgriegas), y finalmente mue-
ren muchas de ellas: pero la concentracidn del icido no es suficiente para
destruir totalmente la bacteria y el nicleo de la célula cobijadora se divide,
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ya bajo el estimulo directo del 4cido, ya bajo la influencia de endotoxinas
bacteriales, que ahora han sido liberadas, es decir, se han puesto en con-
tacto con lcs nficleos de las células por difusién a través de las membranas
de las bacterias muertas. Durante la divisién de la célula, las bacterias pa-
san a la célula hija, en donde, bajo nuevas condiciones (medio no 4cido),
se multiplican ripidamente durante corto tiempo, y se repite todo el proce-
s0, qte acaba con la divisién de la nueva célula. De esta manera se desarro-
lla el tumor primario.

En la obra de Ferraris, hablando de la génesis de las bacterio-cecidias,
se distinguen dos casos: Primero, la bacteria estimula los elementos su-
jetos a su influencia, Hevindolos a la multiplicacion excesiva : con esto da
origen a una produccién patoldgica, que €l llama por exceso; y segundo
(que es el caso del olivo), los elementos que se alteran bajo la influencia
de la bacteria degeneran y se disgregan, dejando en su lugar lagunas més
o menos evidentes. Los tejidos vecinos son después asiento de una hiper-
plasia por los nuevos tejidos que se forman, se alteran los elementos libe-
rianos y los vasos se hinchan, se ablandan y son destruidos por la bacte-
ria. Estas son bacterio-cecidias por defecto, como la del B. Savastanoy
Smith, cuyos tubérculos presentan lagunas en su interior, en sustitucién a
tejidos destruidos por la bacteria.

P. Sorauver, en su obra Haeudbuch der Pflanzenkrankheiten, que es un
resumen de las investigaciones hechas hasta 1908, hace hincapié, al hablar
de las transformaciones que sufren los tejidos, en la lignificacién de mu-
chos elementos alrededor de las lagunas centrales, dando origen a los ele-
mentos celulares pequefios del lefio traumatizado.

El es quien llamé a la enfermedad «krebsknoten» (nédulo canceroso).
No habla en ninguna parte de suberizacién.

II1. EXPOSICION DE DATOS CON SU METODOLOGTA
A) MartErTaL,

El material, después de haberlo conseguido en el campo,. necesita poca
preparacidn, i hien es de aconsejar algunas precauciones para evitar que
se deseque. Asi, no debe cogerse tan sélo la parte estrictamente atacada,
sino que es mejor cortar toda la ramita, suprimiéndole la parte foliar, por
ja cual se facilitaria la evaporacién (se comprende que esto reza para las
observaciones en fresco): que, ademds, dicha ramita se acoundicionard tan
pronto como sea posible en una vasija con agua dentro del laboratorio.
Se procurard que en las muestras tomadas figuren nédulos de distinta edad,
de suerte quc se pueda seguir el desarrollo de la hiperplasia.
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Los cortes en fresco presentan la dificultad principal de lo dificil que
€s obtener cortes suficientemente delgados, ademis de que por su consis-
tencia lefiosa es casi imposible coriarlos. Esto, sin embargo, se subsand
con reactivos ablandautes; se ensayd la lejia de potasa, pero no di6é resul-
tado satisfactorio; mucho mejor fué el alcohol y glicerina por partes igua-
les. El tiempo necesario de imbihicién depende del grado de endurecimien-
to del nédulo, que, como sabemos, estd en razén directa con su anti-
gliedad. '

Por este método hemos obtenido cortes transversales de tallos atacados
con su hiperplasia, hechos a mano con la navaja, después de unos quince
dias de tratamiento con alcohol-glicerina. Ademas, se han usado fijadores
para poder incluir el material y cortarlo con micrétomo.

B) TecNicA,

Se ha tenido en cuenta que los fijadores no sean preparad.oé a bhase de
formaldeidos, por razén de endurecer el material. Por eso nos abstuvimos
de usar demasiado el formol, el Bouin y el Boule-C, por ‘tener como ingre-
diente de su mezcla el formol. Ha servido perfectamente ¢l liquido de Zen-
cker.

Una vez fijados los nédulos jévenes, se incluyen en celoidina, siguien-
do la sistemitica normal para dicha inclusién, y se cortan en el micrétomo
de Gebriider Frohmann, exprofeso para las inclusiones en celoidina, obte-
niendo cortes de 14 micras.

Creemos que las inclusiones en parafina son imposibles, dado lo lefioso
de nuestro material., como consta de muchas tentativas que se han hecho
en vegetales lefiosos.

C) TinNcIONES,

Tincién: picrofucsina de Van Giesson.

Se han hecho cortes a mano de un noédulo y tallo ablandados en alcohol-
glicerina v se han tefiido por este colorante, cuyo resultado nos pone de-
lante las figuras 1y 2.

Se nota en estos cortes una zona alterada entre el primero y segundo
afio, pudiéndose admitir que sea éste el origen de la infeccién, y que de
momento afectard poco al estado normal del tallo, por pasar un periodo
de incubacién, durante el cual el tallo crece normalmente. Un tiempo des-
pués se manifiesta la infeccién con toda su virulencia, y después de destrui-
dos o alterados los vasos formados en primavera (fig. 1), se transmite a lo
restante del lefioso del segundo afio, formando una especie de cuelle que
atraviesa al periciclo, desembocando al nédulo naciente, Dicho cuello esti

ReV. pE 1A REAL ACADEMIA DE CIENCIAS.~1946. "
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formado por elementos tan transformados, que toman forma fasciculada,
més o menos fibrosa, haciendo desaparecer al cambium. En general, pa-
rece como si los elementos tendiesen a formar un tallo nuevo, disponién-
dose a tomar una direccién perpendicular al eje del tallo enfermo, y lon-
gitudinal con respecto al nédulo.

Respecto a la parte modificada del lefioso, que hemos considerado pun-
to de partida de las bacterias, que se propagarian por todo lo restante del
lefioso del sector correspondiente, para interesar los tejidos corticales, que
son los que se multiplican notablemente para formar el principal cuerpo
de la hiperplasia, se nos ofrece, si por ventura sus elementos corresponden
@ los canales de la metistasis, que ohservé Shiff-Giorgini, y que més tarde
describié Smith, ya que precisamente éste sefiala una zona del lefioso como
la interesada en la transmisién, y los llamados canales de infeccidn, for-
mados por células seriadas del mismo nédulo. Nosotros no hacemos mas
que indicar la posibilidad. de que coincida con estos canales la zona defor-
mada que hemos ohservado en la madera primaveral al principio del se-
gundo afio. *

Otra cosa. nos ha Namado la atencién en el estudio del tallo portador
del nédulo, v es que las fibras liherianas, que forman normalmente en el
olivo un circulo cerrado a guisa de estuche, queda interrumpido por aque-
lla especie de cuello que une el lefio con el nédulo, y ademis por ser la
parte mas alterada por las bacterias; pero, cosa particular, en el corte que
observamos, dicho estuche parece continuarse con la parte periférica del
tallo, hasta encontrar los elementos modificades y suberizados de la regién
externa del tallo que toca al nédulo (fig. 1), de modo que aparece un as-
pecto de labio entre tallo y nddulo; en cambio, en el otro lado presenta
el anillo fibroso perfecta interrupcién, aunque también presenta un lahio
formado por elementos periféricos vy corticales, sin interesar fibras del pe-
riciclo.

Dentro del mismo nédulo, las tan decantadas islas estin llenas de ele-
mentos que por picrofucsina se tifien de amarillo pilido ; estin, pues, ligni-
ficados (fig. 8). Todo esto, en un ancho campo de tejido parenquimatoso,
debido seguramente 'a la multiplicacién celular, gracias a la excitacién hor-
monal o téxica de las bacterias. En medio de este tejido, y como tendien-
do a envolver las islas antes mencionadas, aparecen haces fibrosos (fig. 3),
bien que la tincién no arguye constitucién lignificada, sino mas hien celu-
16sica, lo cual nos dice que no pueden ser fibras derivadas del periciclo,
sino células estiradas del parénquima celulésico.
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DoBLE TINCION.—HEMATOXILINA DELAFIELD v EOsIiNa.

Es un nédulo joven, fijado en el Zencker, incluido en celoidina y cor-
tado en el micrétomo de Gebritder Frohmann, obteniendo cortes de 14 mi-
cras, que se han tratado siguiendo el método ordinario de la hematoxilina
Delafield y Eosina.

Distinguiremos en su observacién dos partes: el conjunto del nddulo
y una mancha central o ntcleo nodular en la parte periférica, de tejidos
pardos, necrosados, que denotan sufrir una presién interna gracias al cre-
cimiento rapido del nédulo; hacia el centro se acusa la presencia de unos
tejidos bien delimitados, y sobre todo llama la atencién la disposiciéon de
dichos tejidos alrededor de un nucleo nodular fuertemente tefiido por la
hematoxilina, que luego describiremos, porque, en efecto, por un lado es-
pecialmente, el tejido parenquimatoso se dispone en tal forma (fig. 4), que
recuerda el tallo, dado que la serie de células parenquimatosas -toman dis-
posiciéon radiada, recordando muy bien los radios medulares. Por el lado
cpuesto toman formas, por el contrario, haciculares. Hay que advertir que
entre la periferia, bastante destruida, y la parte central, compuesta de ele-
mentos bastante bien conservados, hay un tejido de tramsito, con células
vacias, pero de paredes bastante engrosadas, que se tifien (estas paredes)
mas o menos por la hematoxilina. Sigue hacia el nucleo nodular una zona
mas clara, que contrasta mucho con el centro. En esta zona abundan ce-
lulas aisladas necrosadas, con un contenido negro, gue som, a nuestro jui-
cio, bacterias saprotiticas.

"Enla parte central, el nicleo nodular, muy tefiido, como ya hemos di-
cho, por la hematoxilina, es lo que mds interesa, porque es la parte espe-
cialmente invadida por las bacterias patégenas. Visto con gran aumento,
aparece formado de células henchidas de una cantidad extraordinaria de
bacterias; el conjunto recuerda bastante el centro de los nddulos radica-
les de las leguminosas. En nuesiro caso, se distinguen los limites perfec-
tamente de los elementos celulares, bien que las paredes son sumamente
delgadas, como si las bacterias fuesen destruyendo sus capas. Los nicleos
de estas células o no se ven o, si se ven, parecen deformados; sobre todo
en muchas células que se ve un cuerpo alargado y oscuro, que recuerda el
centro lleno de aire de los esclereidas, pero no lo son, como lo demues-
tra que entre dicho cuerpo y la pared celular hay una gran masa bacte-
riana. No dejan de existir en el nicleo nodular grumos de los que hemos
sefialado en el tejido parenquimatoso circundante, o sea de las células, que

contiene microorganismos saprofiticos.

Apenas se puede dudar de que este nicleo nodular, tan destacable por
su tincién y contenido, es el foco de la infeccion que ejerce su accidn des-



tructora a su alrededor, donde los elementos celulares aparecen o vacios
del todo o casi vacios, bien que muchas de las células conservan el niicleo,
lo cual puede demostrar que éste es mas resistente que el protoplasma,
que parece haber desaparecido. Apenas merece ser advertido que muchos
elementos estin deformados.

TINCION AZUL DE METILO ACETIFICADO.—Metodo de Hiltner. (Lafar, Hand-
boock d. t. Mykologie, Bd. 8, pag. 40.)

Digamos, desde luego, que los elementos histoldgicos no aparecen tan
claros como en la doble tincién de Hematoxilina-FEosina; pero asi y todo,
se confirma lo que en aquella ocasién se observs, sobre todo lo concer-
niente al nidcleo nodular central, en el que se ve un tejido diferenciado,
que indica modificaciéon de la zona parenquimatosa, la que contiene algu-
1as células henchidas de bacterias, si bien su tincién es mas esfumada. Lo
que se marca con fuerte intensidad son las células -oscuras, llenas de mi-
croorganismos saprofiticos. Hay también algunas células con poros y tra-
queidas muy visibles, alguna dc¢ las cuales termina en punta.

TINCION HEMATOXILINA HEIDENHAIN,

También fué probada la tincidon férrica de Heidenhain, sin obtener de
ella ningtn resultado aprovechable, tifiendo de negro las paredes celula-
res, dando al conjunto un aspecto reticulado, sin que fuera posible nin-
guna observacion importante.

PREPARACION PASAJERA DEIL CLORO-YODURO DE CINC.

Un corte de tallo y nédulo, fué tefiido por cloro-yoduro de cinc, demos-
trando, en general, abundancia de suberina; pero los demas elementos no
aparecian lo bastante claros para sentar sélidos criterios, pues las coloracio-
nes tipicas del reactivo (sobre la celulosa, etc.) no eran las mas tipicas.

TINCION CON SUDAN IIT.

Este colorante pertenece al grupo de los colorantes zoicos, y cientifica-
mente recibe el nombre de aminoazobencenoazo § naftol, y su férmula es:

CH,N=NCHN=NCHOH
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Insoluble en agua, en las lejias alcalinas, pero soluble en 4cido acético
caliente, en el alcohol y en las grasas; de aqui su aplicacién en Microsco-
pia, pues si sobre una preparacién himeda colocamos unas gotas de solu-
cién alcohdlica de Sudan III, este colorante, por su insolubilidad en al agua,
s6lo tifie aquellos cuerpos que, siendo insolubles en ella, tengan la propie-
dad de disolverlo.

La suberina que constituye el corcho, es una substancia que puede mo-
dificar quimicamente la membrana celular.

Seglin von Wisselingh, es una substancia de naturalesa grasa en las ca-
pas de la membrana por ella modificadas; no existe, segin Strasburger
(Lerbuch der Botanik), la celulosa.

Por lo dicho, hemos usado el Sudin III para el examen de la suberina
existente en los ndédulos del olivo. En un corte sagital de la parte cortical
de un tallo,,y pasando por el centro de un tubérculo, tefiido por este colo-
rante, hemos observado un principio de suberizacién periférica, que avan-
zaba de fuera hacia adentro, cual si fuera un minusculo ritidoma, con algu-
nos caracteres de éste, incluso, que la parte méis externa se desprende poco
a poco. En la parte interior se observan también pequefios focos de suberi-
zacion naciente.

En los cortes a mano, de una hiperplasia envejecida, también tefiidos
por el Sudan III y observados a grande aumento, hemos visto que toda la
parte de aspecto fibroso (figs. 6 y 7) se habla suberizado por completo, de-
jando de cuando en cuando lagunas con células pétreas que no se colorea-
ron; antes bien, presentaron en su interior un color negruzco, lo que hace
suponer que su contenido es aéreo; por tanto, su funcién fisioldgica parece
ser puramente mecanica, como para sostener el tejido suberoso, cual la are-
na en el mortero o argamasa (fig. 7, b). Se han visto también otras lagunas
con elementos necrosados y, variando el campo dptico, se han observado
células pétreas mas o menos isodiamétricas, que, en cuanto a coloracidn,
presentan las mismas caracteristicas que las otras; ademas, hemos visto
vasos lignificados, con poros y traqueidas, y llama la atencién un fragmento
de parénquima, cuyas células tienen el protoplasma reducido a su minima
expresion, y algunas de ellas se transforman en esclereidos.

IV. PUNTOS DISCUTIBLES

1.° CoONSTITUCION DE LA HIPERPLASIA.

Como vimos va, el Sr. Navarro distingue dos modalidades principales
de tubérculo: una, lamada por Moschetini tuberculosis cortical, porque no
afecta al tejido lefioso, afirma que la invasién empieza .siempre por la zona
herbicea del vegetal, y la otra, la llama tuberculosis libero-lefiosa, que di-
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vide la enfermedad en tres periodos; en el primero, las células son esparci-
das, confusas y deformadas, sus paredes mas delgadas, los radios celulares
se retuercen e hipertrofian. En la segunda fase, sobre esos efectos se suma
la desarticulacién de todos los elementos, las fibras se acortan, confundién-
dose con las células del parénquima, y en la tercera fase, el tejido se con-
vierte en un parénquima uniforme, llegando al maximo de degeneracion.

Desde luego, encontramos algo oscuro lo que dice este autor. Nos habla
de radios celulares. Suponemos que quiere decir, o radios medulares, o va-
sos de parénquima, que es celular. También nos llama la atencién la trans-
formacion de los elementos que propone, hasta el punto de decir que las
fibras se confunden con el parénquima. Nosotros, por el contrario, hemos
podido distinguir, en el seno del tejido enfermo, casi todos los elementos;
lo que si afirmamos, con el Sr. Navarro, que estaban en un maximo de
degradacion. Este autor no sefiala ninguna hipétesis sobre el proceso fisio-
16gico de formacion de la hiperplasia.

Segan vimos, Teodoro Ferraris dice que los elementos atacados por la
bacteria se disgregan y dejan en su lugar lagunas con restos de tejidos
diversos. Seccionando un tumor joven, observa lagunas derivadas de la des-
truccion de paredes celulares, que estin llenas de zoogleas de bacterias. En
los tumores viejos, ve lefioso muy irregular, células lignificadas de paredes
muy gruesas y estratos suberosos,

También hemos observado nosotros lagunas o regiones con restos de
tejidos diversos, casi siempre necrosados (fig. 6); en tumores jévenes hemos
visto bacterias (fig. 5), que llenaban células parenquimatosas, y no parece
propio usar el término zooglea, pues no parecian unidas por una masa gela-
tinosa. Las células parenquimatosas counservan su estructura. En cuanto a
las observaciones de Ferraris sobre el tumor viejo, casi coinciden total-
mente con nuestros datos obtenidos, sobre todo por lo que toca a células
pétreas y estratos suberosos.

2.2 DiscusiON SOBRE LAS NIPOTESIS FORMULADAS ACERCA DE LA FORMACION

DEL NODULO.

Pasando a los datos de Erwin F. Smith, para ver en qué concuerdan con
los nuestros, recordemos que decia: «Las basterias se multiplican dentro
de las células, apareciendo luego un acido que actia como retardatriz, no
llegando a ser esterilizante ; por tanto, no se destruyen totalmente las bac-
terias. Ya bajo la influencia de este acido, ya bajo la influencia de las endo-
toxinas bacteriales, las cclulas cobijadoras se multiplican, dando lugar a
células nuevas, que pasan a ser habitadas por la bacteria.» No dice Smith
cull es el origen de este acido.
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Nosotros nos inclinamos a creer que este acido es producido por la plan-
ta atacada, como reaccién ante el microorganismo invasor, y no por la bac-
teria, entre otras razones, porque habia que suponer que ésta se ataca a si
misma, puesto que sabemos que las bacterias no viven, generalmente, en
medio acido.

3. METASTASIS DE LA ENFERMEDAD.

Al mismo Smith le llamé la atencién la metédstasis de la enfermedad.
Sobre este particular, verificé experimentos con resultado positivo, llaman-
do nédulo primario al producido por la inoculacién directa, y nédulo secun-’
dario a los que aparecen en otros puntos, a unos centimetros generalmente,
siguiendo la corriente de la transpiracidn. Asegura haber observado la exis-
tencia de canales de infeccién a lo largo del lefioso. I.a difusiéon de la en-
fermedad ya fué observada por Schiff-Giorgini.

Los canales de infeccién, dice, estan formados por el seno del lefioso por
células seriadas, que sirven de paso a las bacterias; por tanto, las contienen
en su interior, en tal forma, que dice son visibles aun sin tefiirlas. Nosotros
hemos tomado en consideracion todas estas observaciones de Smith y Schiff-
Giorgini.

Se nos ofrece si la parte modificada del lefioso correspondiente a la zona
de la madera primaveral (fig. 1) puede coincidir con esos canales de Smith ;
pero en tal caso, no estaria formado por células del mismo nédulo, sino
por los mismos vasos lefiosos modificados por la enfermedad, en los cuales
no hay bacterias, segin nuestras observaciones. Ademés, hemos hecho cor-
tes de porciones de tallo internodular con el fin de estudiar las afirmaciones
de Smith sobre canales de infeccién; pero no hemos hallado dato alguno
que pueda convencernos de la existencia, pues no ha causado modificacién
notable en ninguna parte de las formaciones histolégicas del vegetal. Asi
como tampoco presencia de bacterias.

Si fuese verdad lo que dice Smith sobre la metdstasis de las bacterias
del nédulo primario, no nos explicamos c6mo no encontramos en todo el
trayectd del tallo, entre un nédulo y otro, tejido enfermo. Esto no pare-
ce que se pueda explicar, sino admitiendo que en el mismo tallo hay sitios
predispuestos, al mismo tiempo que otros refractarios, a la invasién. Esto
si se nos alcanzaria si supusiéramos que clertas hormonas preparan el terre-

no a la infeccién secundaria.
4.° LIGNIFICACION Y SUBERIZACION DEL TEJIDO ENFERMO

Nos resta examinar detenidamente el tejido suberoso y los elementos
lignificados de la hiperplasia, ctya presencia en ambas cosas sefiala Teodoro
Ferraris. No hallamos en ninguna parte datos concretos acerca de la fina-
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lidad que pueden tener estos trabajos suberosos, asi como los elementos lig-
nificados. Nosotros, tomando en consideracion la tendencia que presentan
estos tejidos a bloquear el parénquima que contiene la bacteria infectante
(figura 4), asi como la funcién fisiolégica del tejido suberoso, hemos pen-
sado que se trata, en su formacién, de una defensa del vegetal atacado.
A este respecto, si se nos preguntase qué fin puede tener la suberizacién
de los tejidos modificados por la bacteria, nos inclinariamos facilmente a
darle una significacion fisiologica propia de su indole; asi los elementos
lignificados (figs. 6 y 7), sin duda, tienen un fin mecanico, al paso que el
tejido suberoso podria servir como muro que impidiese nueva invasién del
Bacterium Savastanoy (Smith), tanto procedente del nédulo infectado (ba-
rrera que impediria su salida hacta afuera), como nueva invasién externa
(barrera contra el mundo externo). Y se comprende esta funcién limitante,
porque, siendo el corcho de un tejido de células generalmente muertas y llenas
a veces de aire, no ofrecen pasto para la nutricién y multiplicacion bacte-
riana.

Esto estd muy conforme con la funcién que dan los botinicos a las capas
suberosas, que impiden la salida hacia afuera de todos los jugos y llevan
consigo la muerte de los tejidos, constituyendo el ritidoma.

V. CONCLUSIONES

Para resumir en cortas sentencias el resultado de nuestras investigacio-
nes y lo discutido acerca de su concordancia o discordancia con investiga-
ciones de otros autores, pondremos algunas conclusiones que resuman bien
lo que tenemos por més probable o cierto; pero antes queremos acentuar
que nuestro trabajo no aspira a ser tal que resuelva definitivamente el pro-
blema, pero si un elemento para la construccidn cientifica sobre cuestiones
tan interesantes para la agricultura. En su consecuencia, puede incitar para
continuar las investigaciones, hasta dar con una soluciéon definitiva,

Las conclusiones fruto de nuestro trabajo pueden expresarse como sigue:

1.* Sobre la formacién de la hiperplasia, nuestras investigaciones con-
firman la degeneracion del tejido propuesto por Navarro y la existencia de
tejido suberoso y esclerocios que encuentra Ferraris. En cambio, no con-
firman que el tejido parenquimatoso y los vasos se confundan, pues nos-
otros los distinguimos bien dentro del tejido degenerado, ni tampoco que
las bacterias se presenten al estado de zooglea, ni que hayan desaparecido
las paredes de las células cobijadoras.

2.* Navarro dice que existen nédulos corticales y nédulos libero-lefiosos.
Sin negar la posibilidad de esto, hemos de confesar que no hemos visto mas
que noédulos que atacan a la vez a la corteza y a los vasos.
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3.2 Nos inclinamos a admtir que el 4cido de que nos habla Smith, sin
fijar su origen, que ataca las bacterias, no proviene de ellas, sino mas bien
de la planta, como medio defensivo.

4.2 Acerca de la metastasis, de que también nos habla Smith, en la pro-
duccion de nédulos secundarios, a juzgar por nuestras investigaciones, la

creemos insostenible sin una hipétesis de la predisposicién al ataque de cier-
tos puntos del vegetal.

5.2 Consideramos la metamorfosis de tejidos suberosos y lignificados,
como defensa del vegetal contra nuevas invasiones externas e internas.
6.2 No hemos podido confirmar la existencia de los canales de infec-

cién que supone Smith, a no ser que por tales se entienda una alteracidn de
los tejidos vasculares. ’
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Nodulos jovenes producidos por el B. Savastanoi.

(Obsérvase como se han producido en las heridas causadas por falta
de la hoja).

(Clisé del autor).




Nodulos viejos producidos por el B. Savastanoi.
(La ramita de la izquierda, se ha secado debido al fuerte ataque).
(Clisé del autor).
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Véase el aspecto desvigorizado de las ramillas atacadas
por el B. Savastanoi (Smith).

(Clisés del autor).

Olivos antiquisimos cuya longevidad no se ha resentido
del azote.
(De estos olivos procede nuestro material).
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