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LABORATORIS DE FITOPATOLOGIA:
CENT ANYS D’HISTORIA
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RESUM

Es coneix des de l'antiguitat que les plantes tenen malalties, perd no és fins que
s’inventen eines d’observacio, com la lupa i el microscopi, que realment es comen-
cen a descobrir i estudiar els organismes causants d’aquestes malalties.

L’increment del comer¢ entre diferents continents obliga els paisos a tenir cura
de Testat sanitari del material vegetal que es transporta per tal d’evitar la introduc-
ci6 de noves plagues i malalties. Es llavors que es comencen a crear els primers
laboratoris de fitopatologia, generalment situats al mateix punt d’entrada, port,
frontera...

A Europa, és amb l'entrada en vigor del passaport fitosanitari el 1993 que a Espa-
nya es posen a punt laboratoris de fitopatologia encarregats dels programes de de-
teccio i eradicacio de patdogens de quarantena amb teécniques que ja es fan servir en
medicina i patologia animal, perd encara poc desenvolupades en patologia vegetal.

Parautes crau: malaltia, plaga, diagnostic, patogen.

RESUMEN

Desde muy antiguo se conoce que las plantas sufren enfermedades, pero no es
hasta que se inventan herramientas de observacion, como la lupa y el microscopio,
que realmente se empiezan a descubrir y estudiar los organismos causantes de estas
enfermedades.

El incremento del comercio entre diferentes continentes obliga a los paises a
cuidar el estado sanitario del material vegetal que se transporta para evitar la intro-
duccién de nuevas plagas y enfermedades. Es entonces cuando se empiezan a crear
los primeros laboratorios de fitopatologia, generalmente situados en el mismo punto
de entrada, puerto, frontera...

Es con la entrada en vigor en Europa del pasaporte fitosanitario en 1993, que en
Espana se ponen a punto los laboratorios de fitopatologia con el objeto de llevar a
cabo los programas de deteccién y erradicacién de patdgenos de cuarentena, con
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técnicas que ya eran muy usadas en medicina y en patologia animal, pero aun esta-
ban poco desarrolladas en patologia vegetal.

ParaBras crave: enfermedad, plaga, diagnostico, patégeno.

L’home té consciencia de les malalties de les plantes des de molt antic. Ja
a l'antic testament es parla de mildius i carbons com a calamitats tan impor-
tants com podien ser les guerres. Gracies als fossils sabem que les malalties
de les plantes eren presents al mén abans de 'aparicié dels humans, i que
totes les especies de plantes cultivades i salvatges son susceptibles de tenir
malalties o plagues.

Naturalistes com Teofrast (antiga Grecia) van ser els primers d’observar
les malalties en arbres, cereals i lleguminoses. No obstant aix0, no és fins al
segle xvir que Anton van Leeuwenhoeck inventa el microscopi, i pot obser-
var per primera vegada organismes com Giardia intestinalis flagellada
(protozou parasit intestinal). Es aixi com comenca una nova era en les cién-
cies de la vida.

Gracies a I'ts del microscopi s’estudia I'anatomia de les plantes, es des-
cobreixen els fongs, les bacteries i altres microorganismes. Michelli, el 1729,
observa que les particules de pols d'un fong dipositades sobre una rodanxa
de mel6 recent tallat reprodueixen sovint el mateix fong. Es a partir d’aqui
que es comenca a parlar d’espores. Mayer, el 1886, va ser qui es va adonar que
la malaltia anomenada mosaic del tabac es transmetia a través del suc de les
plantes malaltes aplicat sobre plantes sanes, perd no va veure cap fong al
microscopi i es va pensar que es podia tractar d’'una bacteria. Ivanowsky,
el 1892, va comprovar que l'agent causal del mosaic del tabac era capag
de travessar els filtres bacteriologics i el va anomenar fluid viu contagics o
virus.

No obstant aix0, no ¢és fins al 1900 que Brefeld desenvolupa técniques
per al cultiu in vitro de microorganismes i que més tard Kock i Petri les per-
feccionen. Amb el cultiu de fongs i bacteris en medis artificials i els avencos
en la microscOpia, s’inicia una fase important de la fitopatologia, I'observa-
ci6 morfologica i la taxonomia.

Sense tots aquests coneixements tan valuosos, és impensable I'existencia
dels actuals laboratoris de fitopatologia. Durant el segle xix, el que fins lla-
vors havia estat 'estudi de la naturalesa per <homes de ciéncia», o de vega-
des, només per curiositat, esdevé una eina indispensable per a tots els pai-
sos amb linies comercials internacionals. Com a conseqtiencia de I'increment
del transport, de material vegetal per a 'alimentacio i el conreu entre conti-
nents, i de la necessitat de crear recintes de quarantenes, destinats a la detec-
ci6 de possibles noves plagues i malalties que acompanyen el material vege-
tal procedent d’altres paisos, es creen els primers laboratoris de fitopatologia.
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Es també durant el segle xix que s'adonen que un diagnostic a temps pot
evitar importants perdues economiques que poden arribar a ser critiques en
la vida dels habitants d’'un pais.

De mica en mica va anar creixent el ventall d’organismes que podien
malmetre els diferents conreus posant de manifest que una lupa binocular i
un microscopi no eren suficients per obtenir un diagnostic rigorés i rapid.
No era possible detectar virus ni classificar bacteris amb fiabilitat si no es
disposava d’un utillatge especialitzat i que en molts casos ja es feia servir
rutinariament en el moén de la sanitat animal i la medicina.

Els anys seixanta, la tecnica serologica ELISA (enzyme linked immuno-
sorbent assay) es comenca a fer servir per a la deteccié de virus animals i
s'adapta a la deteccio del virus de la patata (Potatoleafroll virus) (Clark
i Adams, 1977). L’any segtient es posa a punt per al virus de 'anomenada
dristeza de los citricos» i altres conreus ja que es va veure que podia ser uti-
litzada com a teécnica rutinaria en laboratoris de fitopatologia i en la certifica-
ci6 de material sa.

A partir d’aquest moment es van deixar de banda tecniques de trans-
missié per empelt i transmissié mecanica en indicadors herbacis i es van
imposar tecniques serologiques. Gracies a I'aposta que van fer diversos la-
boratoris quimics internacionals, actualment es disposa d’anticossos comer-
cials per a la deteccié de la major part de virus i bacteris patogens per als
vegetals.

En veure com creixia el nombre de mostres provinents de prospeccié en
vivers de material vegetal de reproduccio, es va posar a punt la teécnica de la
immunoimpressio. Es tracta d’una tecnica comercial de deteccio rapida, dis-
senyada per a mostres molt nombroses, que té una técnica amb una alta
especificitat per detectar virus, si es fan servir anticossos monoclonals espe-
cifics, i no requereix cap preparacio de I'extracte vegetal, ja que s’exprimeix
directament sobre una membrana de nitrocellulosa. Es un metode rapid i
barat si es compara amb altres tecniques serologiques o moleculars i actual-
ment és encara molt utilitzat.

Als anys vuitanta es va posar a punt I'analisi quantitativa i qualitativa dels
acids greixosos de les parets de les bacteries, mitjancant la cromatografia de
gasos, coneguda comercialment com a Microbial Identification System
(MIS), una eina molt util i innovadora per a la deteccié de bacteris fitopara-
sits. Aquesta tecnica es fa servir per primera vegada a I'Estat espanyol al La-
boratori de Sanitat Vegetal de Barcelona i esdevé una eina de gran ajuda i
collaboraci6 per als altres laboratoris del pais. Un requisit indispensable en
I'Gs d’aquesta tecnica és treballar amb cultius bacterians purs, cosa no sem-
pre facil d’aconseguir si partim de material vegetal malalt i, per tant, moltes
vegades excessivament deteriorat.

Per a la deteccio d’organismes patogens (fongs i bacteris), rutinariament
es continuaven fent servir metodes microbiologics, més o menys sofisticats
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(cultius en medis artificials) i molt lents, que no sempre permetien aconse-
guir els resultats esperats, ja que a mesura que disminuia el nombre d’uni-
tats formadores de colonies en 'hoste, es feia més dificil el cultiu en medis
artificials.

Es amb I'entrada en vigor del Reial decret 2071/1993, relatiu a les mesu-
res de proteccié contra la introduccio i difusio en el territori nacional i la
CEE d’organismes nocius i la creacié del passaport fitosanitari, que es posen
a punt als laboratoris de diagnostic (1994) encarregats dels programes de
detecci6 i eradicacio de patogens de quarantena tecniques com la immuno-
fluorescencia (IF), que permeten una detecci6 rapida i fiable d’alguns pato-
gens de control obligat.

El quimic Kary Mullis, el 1986, va desenvolupar la técnica PCR (Polime-
rasa chainreaction), que té€ com a objectiu obtenir un gran nombre de copi-
es d'un fragment de DNA particular, partint d'un minim que pot ser una sola
copia d’aquest fragment o motlle. Aquesta técnica no va trigar gaire a ser
una eina indispensable en laboratoris de fitopatologia, ates que permet de
manera rapida i acurada la identificacié d’un patogen, altrament dificil o im-
possible de cultivar in vitro. El Laboratori de Sanitat Vegetal de Barcelona,
mitjancant aquesta tecnica, és pioner en la deteccié de la flavescencia dau-
rada, una nova malaltia en el pais causada per un fitoplasma.

Algunes variacions en técniques moleculars son la PCR Cooperativa, que
permet 'accié simultania de quatre iniciadors (Olmos, 2002), i que esta es-
pecialment dissenyada per a virus d’'RNA. Altres variants son la PCR multi-
plex, que permet detectar simultaniament dianes de DNA i RNA en una sola
reaccio, cosa que en simplifica molt el procés.

La hibridacié molecular permet I'analisi rutinaria d’'un gran nombre de
mostres per un mateix patogen. En aquest cas es treballa amb I'extracte de
mostres vegetals sobre una membrana de nil6 carregada positivament i amb
sondes de seqiiencies homologues a la del patogen que es vol detectar
(Gerhardt, 1981).

Actualment, la tecnica PCR a temps real és I'eina de qualsevol laboratori
de fitopatologia per a una deteccié immediata sensible, especifica i sense
risc, de contaminacions de manipulacié del material genetic amplificat.

No hem d’oblidar que una acurada observacio i el reconeixement de
simptomes han estat, i seran, el pas previ de la utilitzacié de qualsevol tecnica,
i aquesta seguira sent la feina del fitopatoleg en un laboratori de diagnostic.
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