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El trabajo se encuentra dividido
en siete capitulos. El primero de
ellos a modo de INTRODUCCION es
el que se trata: de las sinomias del
agente causal de la tuberculosis del
olivo Pseudomonas savastanoi SMITH-
SteveENns 1913 ; de las caracteristicas
descritas para dicho germen en los
principales Manuales de Microbiolo-
gia, tales como el Bergey y el Char-
lotte, aspecto interesante, pues se ha
pretendido conocer mejor este ger-
men con objeto de simplificar su
identificacién y posible tratamiento
de la enfermedad. También se des-
criben las caracteristicas de la infec-
cién, situacién de los microorganis-
mos en los tumores, propagacion de
la enfermedad, distribucién geografi-
ca de la misma y medios de lucha
empleados hasta el momento.

Objetos del trabajo :

1.°) Aislar el germen causal de la
tuberculosis del olivo Pseudomonas
savastanoi de:

a) Tumores del olivo.

b) Mosca del olivo (Dacus oleae
Rossi) y larva de la misma.

c) Aceitunas infectadas

mosca.

por la

2.°) Estudio de las propiedades
bioquimicas y serolégicas de las ce-
pas aisladas para comprobar si se
trata de un solo tipo bacteriolégico
o por el contrario existen diferencias
entre los distintos origenes. Asimis-
mo compararemos nuestros resulta-
dos con los publicados por diversos
autores.

3.°) Determinacién del poder pa-
té6geno experimental sobre diversas
plantas.

(¥) Extracto de la tesis doctoral de don Pedro Romero Raya, dirigida por el Prof. Dr. Vi-

cente Callao Féabregat — Granada 1966.

Este trabajo ha sido realizado mediante una beca de INICIACION a la Investigacién
para Post graduados otorgada por el P. 1. O.
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4.°) Aspecto epidemiolégico de la
enfermedad.

METODICA

En el segundo capitulo se expone
el “MATERIAL Y METODOS” que
se han empleado en el trabajo expe-
rimental. Aqui se indica los medios
de cultivo (en ntimero de 28) de dis-
tinta naturaleza que hemos utilizado
y la técnica seguida para aislar el
Ps. savastanoi de los tumores produ-
cidos por el germen en el olivo, de
las acetitunas infectadas, larva y mos-
ca del olivo.

También se indica el lugar de pro-
cedencia y la fecha de recogida de
las 136 muestras de tumores utiliza-
dos en nuestro trabajo, asi como el
origen de las moscas y aceitunas in-
fectadas (en numero de 14 y 25, res-
pectivamente) que hemos ensayado.

A continuacién y siguiendo el oz-
den en que se ha escrito la tesis, fi-
guran las “TECNICAS DE IDENT}-
FICACION” que estan divididas en
dos capitulos: Pruebas bioquimicas
y Pruebas serolégicas.

Entre las primeras hemos realiza-

do:

Oxidacién y fermentaciéon de los
siguientes azucares:

Glucosa, galactosa, sacarosa, lacto-
sa, maltosa, salicina y D-manita.

Hidrélisis de la esculina, hidroli-
sis del almidon, formacién de indol,
acido acético, acetil-metil carbinol;
utilizacién de los citratos como unica
fuente de carbono.
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Utilizacién de los acidos organicos
citrico al 1 %, malénico al 1 %, ben-
zoico al 0’3 %.

Produccién de catalasa, reduccion
de los nitratos a nitritos, formacién
de gases a partir de los nitratos.

Licuacién de la gelatina, actuacién
sobre el medio de leche simple, so-
bre leche tornasolada y sobre leche
artificial (Medio de Beltra R.).

Formacién de sulfidrico, hidrélisis
de la urea, utilizacién de DL-alani-
na, DL-serina y DL-metionina.

Prueba de Hugh y Leifson o prue-
ba O-F.

Actuacién sobre el lactato cilcico
y oxidacién del gluconato potasico.

Formacién de pigmentos.

Entre las “reacciones serolégicas”
se han realizado aglutinaciones de
orientacién con cada una de nuestras
cepas frente a dos sueros por nos-
otros obtenidos; uno con la cepa
Ps. savastanoi “M” y otro con la ce-
pa Ps. savastanoi “69”. (1).

También se ha realizado la pro-
duccién de sueros monoespecificos
mediante la saturacién de aglutininas
del suero obtenido con el Ps. savas-
tanoi “M” frente al Ps. savastanoi
“F” segun la técnica usual.

A continuacién de nuestro trabajo,
se expone la investigaciéon del “PO-
DER PATOGENO EXPERIMEN-
TAL” de cada cepa para el tallo de
Solanum lycopersicum y Phaseolus
vulgaris, resultando en ambos casos
una sintomatologia caracteristica y
evidente.

(1) Hemos recibido dos cepas tipo de Pseudomonas savastanoi: N.°=O0S - 6071, denominada
por nosotros Ps. savastanoi “F” remitida por el “Centre National de Recherches Agro-
moniques, Station Centrale de Pathologie Vegetal, Paris”, y otra denominada Ps. sa-
vastanoi “M” enviada por la Dra. R. Beltra, del Instituto Jaime Ferran de Madrid,
que a su vez le fue remitida de la “National Colletion of plant pathogen. Botany
School”. University of Cambrige, por el Prof. W. J. Dowson.
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Respecto al “ESPECTRO ANTI-
BIOTICO” de nuestras cepas se ha
realizado frente a los antibiéticos que
a continuacion se enumeran :

Clorotetraciclina, Tetraciclina, Clo-
ranfenicol, Eritromicina, Dihidroes-
treptomicina, Oxitetraciclina, Kana-
micina, Oleandromicina, Oxacilina,
Penicilina, Colimicina y Novobio-
cina.

Los resultados obtenidos en las
distintas experiencias (ver tesis doc-
toral), seran objeto de sucesivas pu-
blicaciones, de ahi que nos limita-
mos en este trabajo a incluirlas en
las conclusiones finales.

En el capitulo tercero se indican
los RESULTADOS obtenidos en las
pruebas bioquimicas que anterior-
mente hemos expuesto v que tam-
bién se resumen en las conclusiones
finales.

En el capitulo IV consideramos las
caracteristicas que corresponden al
Ps. savastanoi que son :

Carasteristicas morfolégicas y fisio-
l6¢gicas :

Bacilos de 0’4-0’8 por 1°2-3’3 mi-
cras, de extremos redondeados, ais-
lados, agrupados en parejas o en ca-
denetas cortas. Mévil por 1-4 flage-
los polares Gram negativos. Aerobios
y formadores de gran cantidad de
catalasa.

Colonia en agar extracto de carne :
pequena, lisa, brillante, de borde en-
tero, no confluentes, convexas, lige-
ramente acuminadas, blancas y de
facil suspension en los medios liqui-
dos. Analogas caracteristicas se ob-
servan en agar judia-verde.

El crecimiento masivo en tubos de
agar judia-verde inclinado presenta
un aspecto blanco cremoso muy ca-
racteristico.

En medios liquidos producen la
mayoria de las veces enturbiamiento
homogéneo.

En leche forma un pigmento ama-
rillo ligeramente verdoso, soluble en
grasa que se encuentra en la super-
ficie del medio.

Caracteristicas bioquimicas :

Actuan sobre la glucosa producien-
do acidos (via oxidativa). Nunca for-
man gases sobre la sacarosa y la ga-
lactosa, generalmente no actuan, aun-
que algunas cepas producen solo aci-
do de los citados aziicares.

Sobre los demas monosacaridos y
disacaridos no ejercen una aceion
marcada.

Hidrélisis del almidén positiva.

Descomposicion de la esculina po-
sitiva.

Las reacciones del Indol, Rojo de
Metilo y Voges Proskauer son nega-
tivas.

Crecen en un medio con citrato
s6dico como tnica fuente de carbono.

Producen alcalinizacién de los me-
dios con acido citrico, acido maléni-
co, alanina y serina. Con metionina
se comporta irregularmente alcalini-
zando o no segun la estirpe.

Catalasa positivo.

Nitritos negativo.

No forma acido sulfidrico, ni des-
compone la urea.

Gelatina no licuada.

Coloracién parda en el medio de
patata ordinaria.

Crecimiento en el medio de culti-
vo que posee como fuente de carbo-
no exclusivamente vaselina liquida.

No forman gases de los azicares ni
sobre las proteinas.
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Antigéticamente existen por lo me-
nos dos razas completamente distin-
tas.

Patégeno para diversas plantas,
siendo recomendable para trabajos
de laboratorio la inoculacién en tallo
de Phaseolus vulgaris.

Resistencia a los antibiéticos acu-
sada y especialmente sensible a la
Kanamicina.

Temperaturas: maxima=35° C.
6ptima=25-26° C.
minima=12° C.
Punto término mortal : 43-46° C.
en treinta minutos.

CONSIDERACIONES EPIDEMIO-
LOGICAS DE LA TUBERCULOSIS
DEL OLIVO

Se ha comprobado que cuanto mas
fresco y jugoso es un tumor mayor
es el grado de positividad en el ais-
lamiento de Pseudomonas savastanoi.
Por ello es aconsejable cuando se
quiera aislar este germen dirigirse a
aquellos tumores que estan en sus
primeros estadios de formacién y re-
chazar todos aquellos que presentan
un aspecto lignificado (cubierta frag-
mentada) que son los que se han for-
mado en anos anteriores.

Para la transmisién de la enfer-
medad es necesario “una puerta de
entrada” para el germen, que la pro-
porciona las inclemencias atmosféri-
cas (lluvia, granizo, viento, etc.), he-
ridas producidas durante la poda,
vareo de la aceituna, etc.

Respecto al papel que la mosca del
olivo puede tener en la propagacién
de la enfermedad tan solo diremos
que en nuestras experiencias no he-
mos aislado cepa alguna cuyas ca-
racteristicas correspondan con las en-
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contradas para el Pseudomonas sa-
vastanoi y que segun diversos autores
no juega papel alguno en la exten-
sién de la infeccién.

En lo que se refiere a la distribu-
ciéon en nuestra Patria de la enfer-
medad, practicamente se encuenira
extendida por todo el territorio na-
cional.

En la lucha contra la enfermedad
se han empleado diversos productos,
tales como sublimado corrosivo al
1/1000, caldo bordelés, acido fénico
al 5-6 % y sulfato ferroso.

CONCLUSIONES

.*—FEl Pseudonomas savastanoi se
encuentra en los tumores frescos de
la tuberculosis del olivo, aislandose
en el cien por cien de los casos. En
los tumores ya lignificados se aisla
en muy pocos casos.

2.>—Siguiendo la técnica descrita
no se ha logrado aislar Ps. savastanoi
de la aceituna picada ni de la mosca
del olivo (Dacus oleae Rossi).

.>—Se considera de eleccion el
agar-judia verde para el aislamiento
del Pseudomonas savastanoi de los
tumores de la tuberculosis del olivo.

4.*—F] Pseudomonas savastanoi se
desarrolla bien en un medio que con-
tenga sales minerales y vaselina li-
quida como tinica fuente de carbono,
por lo que consideramos podria ser-
vir para enriquecimiento cultural del
germen en productos donde existe.

5.—La esculina es descompuesta
por el Pseudomonas savastanoi por
todas las estirpes que hemos aislado.

.“—Con la técnica utilizada se ob-
serva que el Pseudomonas savastanoi
generalmente no acidifica los medios
con sacarosa ni galactosa.
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Este resultado contradice la des-
cripcién corriente del germen.

7.*—El Pseudomonas savastanoi es
fuertemente catalasa positivo.

8."—FEl Pseudomonas savastanoi en
medio de leche no produce ninguna
alteracién y si origina un pigmento
amarillo verdoso soluble en la grasa.

9."—FEl Pseudomonas savastanoi
produce alcalinizacién en la leche
tornasolada en la primera semana de
incubacién a 25° C., y reduccién del
mismo a las tres semanas.

10.*—Los medios de cultivo enri-
quecidos con &cido citrico o acido
malénico son alcalinizados entre los
4 y 10 dias de incubacién.

11.*—Los medios de cultivo adicio-
nados del 0’3 9% de acido benzoico
presentan en el 56’66 % de los casos
alcalinizacién tardia (2-3 semanas) y
el 43’33 % de los mismos no presen-
tan alteracién  debido a que dicha
concentracion de acido benzoico im-
pide el desarrollo del Ps. savastanoi.

12."—TLos medios de cultivo enri-
quecidos con alanina o serina son al-
calinizados dentro de las primeras se-
manas. Cuando contiene metionina
su comportamiento es irregular.

13.* Se han observado dos estirpes
antigenéticas diferentes de Psedomo-
nas savastanoi.

14.*—FEl Pseudomonas savastanoi
produce un tumor entre los 25-45
dias después de su inoculacién en el
tallo de Phaseolus vulgaris por lo que
debe emplearse dicha planta como
elemento diagnéstico en su identifi-
cacién y para la determinacién del
grado de virulencia. Se puede recu-
perar el germen puro de los tejidos
infectados. (Fotografia 1).

FOTOGRAFIA 1

15.—FEl Pseudomonas savastanoi
inoculado en el tallo de Solanun ly-
copersicum produce enire los 25-60
dias después de su inoculacién una
sintomatologia caracteristica, consis-
tente en la formacién desde el punto
de inoculacién, primero hacia el api-
ce de la planta y después hacia la
raiz, de una serie de pequefios tumo-
res que tienden a invadir todo el ta-
llo. También se puede recuperar a
partir de éstos el germen en cultivo.

16.*—Fl1 Pseudomonas savastanoi
es muy sensible a la Kanamicina y
algo menos a la dihidroestreptomici-
na. Insensible a la Novobiocilina,
Oxacilina y Colimicina.

17.*—Hemos comprobado que el
sulfato ferroso inhibe el crecimiento
del Pseudomonas savastanoi “in vi-
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tro”, aumentando dicho poder anti-
bacteriano con la concentracién.

Pos ultimo, los capitulos VI y VII
exponen la BIBLIOGRAFIA y el
testimonio grafico de nuestras expe-
ciencias.

RESUMEN

En este trabajo describimos el aislamien-
to de 90 razas de Pseudomonas savastanoi
de tumores de olivos que padecen tubercu-
losis. Habiendo sido sometidas a 34 prue-
bas bioquimicas diferentes se han escogido
las mas adecuadas para una segura y ripida
identificacién. Se ha realizado el espectro
antibiético, siendo la Kanamicina el que
presenta la mayor actividad “in vitro™.

El tallo de Phaseolus vulgaris es el ele-
mento mas adecuado para demostrar la vi-
rulencia del Ps. savastanoi en el laborato-
rio.

También se han indicado las caracteris-
ticas bacteriolégicas y serolégicas de las
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tumors of olive trees suffering, from tuber-
culosis. They have been submitted to 34
different biochemical tests choosing those
more suitable for their rapid and sure iden-
tification. Their antibiotic sensitivity has
been carried out “Kanamicine” being the
most active agent against bacteria “in vitro”.

The stem of Phaseolus vulgaris is a very
good place to demonsirate the degree of
virulence of Ps. savastanoi in the labora-
tory.

The bacteriological and serological cha-
racteristics of the strains isolated are also
described.

* * *

Esta tesis fue defendida el 9 de Julio de
1966 mereciendo la calificacién de Sobresa-
liente “cum laude”. 3

El tribunal estuvo constituido por los si-
guientes catedraticos :

Presidente : Prof. Dr. Vicente Callao

razas que han sido aisladas. Secretario : Prof. Dr. Enrique Hernandez
SUMMARY Voc”ales Prof. Dr. Luis Reca{t}e
In this work we describe the isolating of Prof. Dr. Rafael Ibéfiez
90 strains of Pseudomonas savastanoi from 2 Prof. Dr. Diego Guevara
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