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Attualita e prospettive degli induttori
di resistenza nella protezione sostenibile delle colture

Le piante coltivate sono state addomesticate e geneticamente migliorate nel
tempo, mirando alla quantita e qualitd delle produzioni. Di conseguenza,
queste sono pil suscettibili delle piante selvatiche a numerosi patogeni,
per limitare i quali ¢ necessario 'impiego di prodotti fitosanitari cui si
contrappone, nell’opinione pubblica, una crescente preoccupazione riguardo
Iimpatto ambientale e i rischi a esso connesso per la salute di operatori e
consumatori. Una riduzione dell'impiego di prodotti fitosanitari potrebbe
certo derivare dalla diffusione dell’agricoltura biologica, dalla lotta biologica
e dallo sfruttamento delle resistenze genetiche. Ciascuna di queste alternative
presenta perd limiti per le possibili applicazioni su larga scala.

In tale contesto, 'induzione di resistenza nelle piante ¢ un utile approccio.
Essa consiste nello stimolare attivazione di meccanismi di difesa nelle piante
mediante elicitori, molecole di sintesi o naturali che mimano I’attacco di un
patogeno o uno stato di stress (es., Schreiber e Desveaux, 2008; Walters et al.,
2013; Aranega-Bou et al., 2014; Gao et al., 2014, 2015; Shah et al., 2014;
Stadnik e de Freitas, 2014; Burketova et al., 2015; Faoro e Gozzo, 2015).

MECCANISMI DI DIFESA

Le piante possiedono sistemi di difesa variegati ed efficienti contro i numerosi
patogeni, come batteri, funghi, oomiceti e virus. Oltre ai meccanismi di
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difesa costitutivi strutturali (pareti cellulari, cuticola, ecc.) o biochimici
(fitoanticipine), le piante hanno meccanismi di difesa che sono indotti dal
riconoscimento del “non sé¢” mediante recettori in grado di rilevare sostanze
conservate nei microrganismi, come la flagellina batterica o la chitina e i
glucani della parete cellulare fungina (microbe/pathogen-associated molecular
patterns, MAMP/PAMP) (Newman et al., 2013). I meccanismi di difesa
possono anche essere attivati da segnali derivanti da danni causati da
patogeni alla pianta (damage-associated molecular patterns, DAMP), come
gli oligogalatturonidi derivanti dall’attivita di enzimi litici microbici a carico
delle pectine (Dodds e Rathjen, 2010).

La trasduzione del segnale di attivazione dei recettori include cascate
di eventi, quali flussi ionici dovuti alla depolarizzazione del plasmalemma,
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), di ossido nitrico (NO)
e attivazione di protein-chinasi (Boudsocq et al., 2010). Questi eventi mo-
dulano lattivita di fattori di trascrizione, che determinano una profonda
ri-programmazione della trascrizione genica. Lattivazione di geni di difesa
porta all’'accumulo di vari enzimi e metaboliti stress-specifici, quali: i) pa-
thogenesis-related (PR) proteine che includono enzimi litici (f-1,3-glucanasi
e chitinasi), che degradano le pareti cellulari microbiche, perossidasi, pro-
teinasi; ii) composti antimicrobici, come le fitoalessine; iii) lignina e callo-
sio che rinforzano le pareti cellulari; iv) produzione di ROS con ruolo di
segnale e attivitd antimicrobica; e anche v) chiusura degli stomi (Dodds e
Rathjen, 2010).

Oltre alle risposte di difesa locali, 'infezione induce resistenza sistemica
acquisita (systemic acquired resistance, SAR): i segnali di allerta sono amplifica-
ti e trasmessi sistemicamente all’intera pianta (Conrath, 2011). I meccanismi
di difesa sono attivati e regolati da ormoni, quali acido salicilico (SA), acido
jasmonico (JA), etilene (ET) e acido abscissico (ABA). Questi sono indipen-
denti ma interagenti fra loro e con altri ormoni, quali auxine, brassinosteroidi
(BR) e gibberelline, e modulano le risposte di difesa (Robert-Seilaniantz et
al., 2011). Linduzione ¢ un momento critico della SAR e i tessuti indotti
sono in uno stato di allerta che permette risposte pitt pronte e potenziate a
stress biotici o abiotici. Le cellule indotte accumulano proteine segnale di di-
fesa, come protein-chinasi (Beckers et al., 2009). Inoltre, possono verificarsi
modificazioni istoniche, come acetilazione o metilazione, nelle regioni pro-
motrici di geni di resistenza (Luna et al., 2012). Queste modificazioni epige-
netiche possono anche essere trasmesse alle generazioni successive (Slaughter
etal.,, 2012).

SA e analoghi di sintesi sono largamente usati nella protezione delle colture
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(Kachroo e Robin, 2013). SA ¢ particolarmente efficace contro patogeni
biotrofi (Glazebrook, 2005). La SAR ¢ comunque efficace contro un’ampia
gamma di patogeni, nematodi e piante parassite (Gozzo e Faoro, 2013).
Sono noti anche induttori di SAR volatili emessi a seguito dell’infezione,
che possono trasmettere il segnale di allerta a distanza, quali metilsalicilato
(MeSA) (Park et al., 2007) e acido pipecolico (Pip) (Nédvarovd et al., 2012).
Altre molecole segnale sono acido dicarbossilico diazelaico (AzA), glicerolo-
3-fosfato e alcuni diterpeni (Kachroo e Robin, 2013).

Meccanismi di difesa possono essere indotti da microrganismi associati alle
piante, cui spesso si fa riferimento come resistenza sistemica indotta (induced
systemic resistance, ISR). ISR puo essere indotta da plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR), funghi micorrizici, Trichoderma spp. e Fusarium spp.
non patogeni. ISR ¢ causata da meccanismi dipendenti da JA e ET (Pieterse
etal., 2014) ed ¢ correlata alla difesa da patogeni necrotrofi ed erbivori (Song
etal., 2013).

INDUTTORI DI SINTESI

Acibenzolar-S-metil o benzothiadiazole (BTH) & un induttore di resistenza
ad ampio spettro contro malattie batteriche, fungine, fitoplasmatiche e virali
che induce meccanismi di SAR identici a quelli attivati da SA (Romanazzi
et al., 2013; Walters et al., 2013). Probenazole ¢ primariamente impiegato
su riso contro Magnaporthe grisea ¢ Xanthomonas oryzae pv. oryzae e sembra
essere efficace su mais contro Cochliobolus heterostrophus (Yang et al., 2011).
Lacido f-aminobutirrico (BABA) causa un potenziamento dei meccanismi di
difesa, determinando resistenza a un largo spettro di patogeni in varie piante
ospiti (Gozzo e Faoro, 2013; Walters et al., 2013). Fungicidi di sintesi, quali
i fosfonati, sono noti per essere anche induttori di SAR.

INDUTTORI MICROBICI

La co-evoluzione ha portato le piante a riconoscere numerose sostanze
conservate di origine batterica che possono, quindi, indurre resistenza. Queste
possono essere costituenti della capsula o dei flagelli, sostanze secrete (enzimi
pectolitici, fattori di virulenza, metaboliti di guorum sensing, siderofori,
tossine, ecc.), o rilasciate accidentalmente (DNA, fattori di trascrizione e/o
traduzione).
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Gli endofiti (es. Burkholderia phytofirmans in vite; Trdd et al., 2014) indu-
cono risposte di difesa nell’ospite meno spesso di PGPR che, vivendo nella
rizosfera, sono meno esposti ai meccanismi di difesa della pianta da essi indotti.

La chitina ¢ un polisaccaride composto da unita di N-acetilglucosamina
legate con un legame B-1,4-glicosidico. Etero-polimero molto comune
in natura, con vari tassi di deacetilazione e contenuto di glucosamina, ¢ il
principale costituente della parete cellulare dei funghi e dell’esoscheletro di
crostacei e insetti (Bueter et al., 2013). Il chitosano & un derivato deacetilato
della chitina presente in molte specie fungine. La chitina e i suoi oligosaccaridi
sono MAMP che attivano meccanismi di difesa in numerose piante, inclusa
la produzione di fenilpropanoidi e proteine PR (Boller e Felix, 2009). 1I
chitosano determina nelle piante una varieta di reazioni che includono sintesi
di fitoalessine (Akiyama et al., 1995), produzione di NO e H,O, (Li etal,
2009), di acido abscissico (Iriti e Faoro, 2009) e proteine PR (Chujo et al.,
2007; Landi et al., 2014), depositi di callosio (K6hle et al., 1985) e reazione
di ipersensibilita (Zuppini et al., 2004).

Poli- e oligo-saccaridi possono migliorare la resistenza delle piante. Molti
degli studi sono basati su glucani derivati da cellulosa e laminarina (Aziz et
al., 2007), ma anche analoghi fungini possono indurre risposte di difesa,
inclusa la sintesi di fitoalessine (Yamaguchi et al., 2000), glucanasi (Wolski et
al., 2000), chitinasi e ROS (Shinya et al., 2000), fenilpropanoidi (Nita-Lazar
et al., 2004) e proteine PR (Graham et al., 2003).

ESTRATTI VEGETALI

Gli oligosaccaridi che agiscono come MAMP non sono limitati ai microrganismi,
in quanto anche le alghe contengono sostanze simili e possono indurre meccani-
smi di difesa contro patogeni (Stadnik e de Freitas, 2014). La laminarina, da alghe
brune, elicita meccanismi di difesa in vite, come attivazione di protein-chinasi e
accumulo di fitoalessine, contro Botrytis cinerea e Plasmopara viticola (Aziz et al.,
2003). Gli ulvani, da alghe verdi del genere Ulva, consistono in residui di ramno-
sio solfatato legati ad acido uronico e inducono resistenza contro vari patogeni,
inclusi agenti causali di oidi e Collerotricum spp. (Stadnik e de Freitas, 2014).
Le carragenine, polisaccaridi da alghe rosse, costituite da residui di a-D-1,3 e
B-D-1,4 galattosio solfatati fino al 40%, molto usate nell'industria alimentare
come gelificanti ed emulsionanti, mostrano efficacia variabile con il livello di sol-
fatazione e il particolare patosistema, e pronunciata contro patogeni biotrofi ed
emibiotrofi (Vera et al., 2012). I fucani sono polisaccaridi caratterizzati dalla pre-
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senza di L-fucosio solfatato derivati da alghe brune. Sono stati usati a lungo come
biostimolanti e fertilizzanti ma i dati sulla loro capacita di indurre meccanismi di
resistenza nelle piante sono scarsi (Stadnik e de Freitas, 2014).

Le piante sono sempre state fonte di sostanze biologicamente attive utiliz-
zate specialmente a scopo medico, ma estratti vegetali (oggi spesso detti bota-
nicals) sono anche stati impiegati per la protezione delle piante. Questi hanno
spesso attivitd antimicrobica ma ¢ ben noto che possono indurre meccanismi
di difesa nelle piante. E impossibile definire in modo certo il meccanismo di
induzione di resistenza poiché gli estratti sono miscele di DAMP, derivanti dalla
omogeneizzazione di tessuti vegetali, composti inorganici, metaboliti seconda-
ri, molecole di segnale e oli essenziali, che probabilmente agiscono in modo
sinergico. Un estratto etanolico di Reynoutria sachalinensis (Milsana®) protegge
varie piante (cetriolo, frumento, rosa) da oidi. Questo ha un effetto diretto
antimicrobico (anomalie nella differenziazione di appressori e austori) ma cau-
sa anche un incremento dell’attivita di perossidasi, f-1,3-glucanasi, accumulo
di polifenoli, fitoalessine, ROS e lipossigenasi (Vechet et al., 2009). Estratti
acquosi di Azadirachta indica hanno attivitd antimicrobica contro batteri e fun-
ghi e inducono meccanismi di difesa nelle piante. La protezione di orzo da
Drechslera graminea ¢ accompagnata da incremento dell’attivita di fenilalanina
ammonio-liasi (PAL) e tirosina ammonio-liasi (TAL) e accumulo di polifenoli
(Paul e Sharma, 2002). Estratti di Hedera helix impiegati per la protezione del
melo da Erwinia amylovora incrementano l'attivitd di perossidasi e chitinasi
(Baysal e Zeller, 2004). Moushib et al. (2013) hanno evidenziato che estratti di
cascami di barbabietola da zucchero inducono in patata resistenza a Phyrophtho-
ra infestans mediante incremento di proteine PR.

Anche gli oli essenziali possono essere fonte di induttori di resistenza
(Sivakumar e Bautista-Bafios, 2014). Ad esempio, oli essenziali di Gaultheria
procumbens inducono meccanismi di difesa mediati da SA e resistenza a
Colletotrichum  higginsianum in Arabidopsis thaliana e cid ¢ causato dal
MeSA presente nell’olio (Vergnes et al., 2014). Von Rad et al. (2005) hanno
evidenziato l'attivazione di meccanismi di resistenza modulati da SA e JA
di alcuni estratti vegetali disponibili commercialmente (es., Neudo-Vital, W.
Neudorff GmbH KG, Germania; Bio-S, Gebruder Schatte KG, Germania).

COMPOST

I compost sono i prodotti derivati dalla biodegradazione aerobica di vari
rifiuti organici primariamente impiegati come sostituti della torba e come
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ammendanti. Leffetto soppressivo verso i patogeni ¢ principalmente dovu-
to all'apporto di popolazione microbica saprofitica antagonista. Numerosi
studi hanno, comunque, evidenziato I'induzione di meccanismi di resisten-
za nelle piante. Ad esempio, compost addizionati di Pseudomonas syringae
pv. maculicola inducono resistenza in cetriolo verso affezioni da Pythium
spp. e antracnosi (Zhang et al., 1998). Piante di melone e cetriolo allevate
in compost da residui di piante di pomodoro mostrano resistenza indotta
verso E oxysporum f.sp. melonis e B. cinerea (Yogev et al., 2010). I mecca-
nismi responsabili della resistenza indotta da compost non sono del tutto
chiari, anche se spesso ¢ stato osservato I'incremento di attivita enzimatiche
(ad es. perossidasi e B-1,3-glucanasi) e il potenziamento di meccanismi di
difesa. Segarra et al. (2013) hanno rilevato una modulazione genica in A.
thaliana coltivata in compost, simile a quelle della SAR o indotte da ABA
in risposta a stress abiotici.

La colonizzazione della rizosfera da comunita microbiche influenza mar-
catamente i segnali di difesa nella pianta (Pieterse et al., 2014). Microrga-
nismi estratti da compost riducono i meccanismi di difesa indotti da SA e
incrementano quelli indotti da JA in A. thaliana (Carvalhais et al., 2013).
Comunque, la sterilizzazione di compost da sansa di olive ha ridotto solo
parzialmente la soppressivita verso Verticillium dabliae indicando che, oltre
alla resistenza indotta dal microbioma, altri meccanismi partecipano alla pro-
tezione delle piante (Papasotiriou et al., 2013).

BIOCHAR

Biochar, prodotto derivante dalla pirolisi di biomasse, ¢ utilizzato come
ammendante. Limpiego di biochar induce resistenza sistemica in peperone e
pomodoro verso B. cinerea e Leveillula taurica (Elad et al., 2010), in asparago
verso Fusarium oxysporum L.sp. asparagi e E proliferatum (Elmer e Pignatello,
2011), in giovani piante arboree verso Phytophthora spp. (Zwart e Kim,
2012), e in fragola verso B. cinerea, Colletotrichum acutatum e Podosphaera
aphanis (Harel et al., 2012).

PROSPETTIVE

Linduzione di meccanismi di difesa nelle piante puo essere un’utile integra-
zione e/o alternativa all’'uso dei prodotti fitosanitari di sintesi. Negli ultimi
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anni, le ricerche su tale approccio alla protezione sono notevolmente aumen-
tate e numerosi ed eterogenei induttori di resistenza sono stati valutati in vari
patosistemi. Ciononostante, il trasferimento alla pratica non ¢ semplice. Una
delle limitazioni pitt importanti ¢ di frequente l'efficacia parziale o per periodi
brevi degli induttori. Ma di maggior rilievo ¢ che l'efficacia dei trattamenti
dipende dal particolare patosistema, dalle condizioni ambientali e di gestione
agronomica, e dai genotipi delle piante coltivate. Inoltre, le piante in natura
sono gia esposte alle interazioni biotiche o abiotiche con 'ambiente e I'attivita
elicitoria degli induttori pud essere minore di quella osservata in condizioni
controllate sperimentali (Walters et al., 2013). Inoltre, per I'utilizzazione pra-
tica degli induttori deve essere possibile produrli in grandi quantita e a bassi
costi. Numerosi aspetti devono poi essere chiariti nei singoli casi e, in parti-
colare, 'eventuale costo metabolico (fitness cost) dell'induzione di resistenza.
Lattivazione dei meccanismi di difesa, infatti, implica un re-indirizzamento
di energia e metaboliti verso il metabolismo secondario che puo essere a de-
trimento del vigore vegetativo e della produttivita (van Hulten et al., 20006).
Il costo metabolico ¢ plausibilmente meno marcato quando la pianta ¢ solo
preparata (primed) a una piu forte e pronta reazione di difesa all’attacco del
patogeno (Gozzo e Faoro, 2013).

Alcuni elicitori, come chitosano, estratti vegetali e fungicidi, possono agire
con un doppio meccanismo di azione grazie all’attivita diretta antimicrobica.
Ciod puo rappresentare un vantaggio per I'impiego pratico. In alcuni casi
sono da valutare le eventuali implicazioni tossicologiche per uomo e animali
che, del resto, possono sussistere anche a causa dell’'accumulo di metaboliti
secondari nelle piante indotte (Daniel et al., 1999). Tuttavia, per alcuni di
questi prodotti, quali il chitosano, ¢ stato di recente approvato (Reg. UE
563/2014) l'uso come sostanza di base, ai sensi del Reg. UE 1107/2009, per
la protezione delle piante e molteplici sono le potenziali applicazioni, sia in
campo sia in postraccolta (Romanazzi et al., 2016a, b).

Le tecnologie di sequenziamento massale (Next Generation Sequencing,
NGS) e di metabolomica consentono oggi di meglio chiarire il fenomeno
dell'induzione di resistenza e i relativi meccanismi di rimodulazione dell’e-
spressione genica e del metabolismo in diversi patosistemi e in diversi ge-
notipi di piante coltivate. Cid costituira un utile supporto scientifico nella
definizione del migliore impiego degli induttori di resistenza e nella loro valu-
tazione nel momento dell’autorizzazione all'impiego. Purtroppo, tema ancora
molto dibattuto ¢ se gli induttori di resistenza debbano essere regolamentati
come prodotti fitosanitari, biostimolanti, corroboranti o fertilizzanti, che pre-
sentano regolamentazioni molto differenti. La confusione al riguardo ¢ eleva-
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ta (La Torre et al., 2016) e si spera che possa essere superata al pil presto. In
ogni caso, ¢ plausibile attendersi che nel prossimo futuro I'elicitazione delle
risposte di difesa nelle piante possa divenire un elemento importante della ge-
stione integrata delle malattie, assieme a prodotti fitosanitari di sintesi, agenti
di controllo biologico e sostanze di origine naturale, in pieno accordo con la
Direttiva 2009/128/EC “Sull’uso sostenibile dei prodotti fitosanitari”.

RIASSUNTO

Linduzione di resistenza consiste nell’attivazione di meccanismi di difesa nella pianta che
risulta cosi pit reattiva agli stress di natura biotica o abiotica. Uinduzione di resistenza
puo essere associata alla attivazione di diversi percorsi metabolici (SAR, ISR, BABA-IR)
che possono essere studiati mediante analisi dell’espressione genica. Le tecniche di Nexz
Generation Sequencing (NGS) sono di particolare utilita al riguardo. Le difese della pianta
possono essere elicitate da fattori biotici (microrganismi) o abiotici (stress di natura fisica,
pratiche agronomiche, applicazione di composti naturali o di sintesi chimica). E riporta-
ta una panoramica dei principali induttori di resistenza e di alcuni casi studio di risposta
della pianta a stress abiotici e a trattamenti con elicitori chimici o biologici.

ABSTRACT

The plant resistance induction consists in the activation of defence mechanisms resulting
in increased plant reactivity to biotic or abiotic stresses. Resistance induction is associa-
ted to the activation of different metabolic pathways (SAR, ISR, BABA-IR) which can
be studied by gene expression analysis. Next Generation Sequencing (NGS) techniques
are particularly useful for this purpose. Plant defences can be elicited by biotic (micro-
organisms) and abiotic (physical stresses, agronomic practices, applications of natural or
synthetic compounds). This review surveys the main plant resistance inducers and some
examples of plant responses to abiotic stress and to the applications of chemical and
biotic elicitors.
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