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RESUM

Aquest article pretén fer una revisié breu de I’activacié del sistema immunitari de les
plantes, la qual ha estat molt estudiada en els tltims cinquanta anys. Aquesta activacid
esta induida per patogens (microorganismes, nematodes i insectes) i també per organis-
mes beneficiosos colonitzadors de la rizosfera i estfimuls quimics, i té un paper important
en la reduccié de diverses malalties i plagues. Hi estan implicades dues rutes de senyalit-
zacid de la defensa: la dependent de I’acid salicilic, o resisténcia sistemica adquirida
(RSA 0 SAR, de I’'anglés systemic acquired resistance), i la independent de 1’acid salicilic, o
resisteéncia sistemica induida (RSI o ISR, de I’angles induced systemic resistance). La pri-
mera esta lligada a la resposta de les plantes davant I’atac de patdgens mitjan¢ant la sin-
tesi de la fitohormona acid salicilic i de proteines relacionades amb la patogenesi. La se-
gona ruta comporta respostes de les plantes a organismes beneficiosos, i les hormones
implicades sén I’acid jasmonic i I’etile. Tanmateix, es presenten diversos resultats experi-
mentals que avalen la implicacié d’altres hormones en la modulacié d’ambdues rutes.
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lona. Av. de la Diagonal, 643. 08028 Barcelona. Tel.: 934 021 464. Ale: mtrillas@ub.edu.
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Bacteris i fongs rizosferics, com Trichoderma asperellum, soca T34, potencien les respos-
tes sistemiques, incrementant la capacitat defensiva de les plantes contra un ampli rang
de patogens. Altres treballs mostren com les alteracions en el contingut dels exsudats
radiculars de les plantes davant I’atac dels patogens les ajuden a mantenir poblacions
d’organismes beneficiosos. Utilitzar compost de sansa com a substrat de cultiu activa
respostes de defensa de les plantes via RSA, cosa que ocasiona un estres positiu o eustres
sense cap efecte negatiu en el seu creixement i amb un efecte beneficids en la defensa
enfront de patogens.

PARAULES CLAU: RSA, RSI, Trichoderma spp., compost de residus de la industria de I’oli.

Plant immune system activation: Induction of resistance
and disease reduction

ABSTRACT

This paper makes a brief review of the activation of the plant immune system, which has
been extensively studied over the last 50 years. The activation of the immune system of
plants is induced not only by plant pathogens (microorganisms, nematodes and insects)
but also by beneficial rhizosphere microorganisms and chemical stimuli, and it plays an
important role in the reduction of a wide range of plant diseases and pests. Two main
routes are involved: the salicylic-dependent or systemic acquired resistance (SAR) route
and the salicylic-independent or induced systemic resistance (ISR) route. The first route is
linked to plants’ response to pathogens, with the involvement of the hormone salicylic
acid and pathogenesis-related proteins. The second route is related to beneficial organ-
isms, the involvement of jasmonic acid and ethylene hormones. Likewise, experimental
results are presented that evidence the involvement of other plant hormones in the
modulation of both routes. Rhizosphere-competent bacteria or fungus like Trichoderma
asperellum, strain T34, bolster defence responses systemically and enhance the defensive
capacity of plants against a wide range of pathogens. The alteration of root exudates by
the attack of a pathogen has an effect on root microbial populations. Plants can main-
tain the populations of beneficial microorganisms close to their roots by exuding specific
compounds. The use of olive mill compost as plant growth media stimulates plant de-
fence response by SAR by producing a “eustress”, which is a kind of mild beneficial stress
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that is free of any detrimental effect on growth and exerts a favourable effect on plants’
defence capacity against pathogens.

KEYWORDS: SAR, ISR, Trichoderma spp., olive mill compost.

Activacion del sistema inmunitario de las plantas:
induccion de resistencia y reduccion de enfermedades

RESUMEN

Este articulo pretende hacer una breve revisioén de la activacién del sistema inmunitario
de las plantas, que ha sido muy estudiada en los tltimos cincuenta anos. Esta activacién
estd inducida por patégenos (microorganismos, nematodos e insectos), y también por
organismos beneficiosos colonizadores de la rizosfera y esttmulos quimicos, y tiene un
papel importante en la reduccién de diversas enfermedades y plagas. Se hallan implica-
das dos rutas de senalizacion: la dependiente del dcido salicilico, o resistencia sistémica
adquirida (RSA o SAR, del inglés systemic acquired resistance), y la independiente del
4cido salicilico, o resistencia sistémica inducida (RSI o ISR, del inglés induced systemic
resistance). La primera estd vinculada a respuestas de las plantas frente a patégenos y la
sintesis de la hormona &cido salicilico y protefnas relacionadas con la patogénesis. La se-
gunda ruta comporta respuestas de las plantas a organismos beneficiosos; las hormonas
implicadas son dcido jasmonico y etileno. Asimismo, se presentan diversos resultados
experimentales que avalan la implicacién de otras hormonas en la modulacién de las dos
rutas. Bacterias y hongos rizosféricos, como Trichoderma asperellum, cepa T34, poten-
cian las respuestas sistémicas incrementando la capacidad defensiva de las plantas frente
al ataque de patdgenos. Las alteraciones en el contenido de exudados de las plantas
consecuencia del ataque de patégenos ayudan a las plantas a mantener las poblaciones
de organismos beneficiosos. La utilizacién de compost de alperujo como sustrato activa
respuestas de defensa de las plantas via RSA ocasionando un estrés suave o eustrés sin
ningun efecto negativo sobre su crecimiento y con un efecto beneficioso frente a los pa-
tégenos.

PALABRAS CLAVE: RSA, RSI, Trichoderma spp., compost de alperujo.
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1. Introduccio

Comencem aquest article fent referéncia al fantastic llibre escrit per Cook i Baker (1983),
The nature and practice of biological control of plant patho. En el capitol 6, «La planta hos-
te i el control biologic», s’estableixen els primers conceptes d’induccié de resisténcia a
les malalties, i se sintetitzen en dues pagines els coneixements que es tenien fins al mo-
ment sobre aquesta tematica, que recollien catorze publicacions cientifiques d’entre els
anys 1964-1982 i que resumim a continuacio.

a) L’activacié dels mecanismes de defensa de les plantes es pot estimular amb la in-
oculacié de soques avirulentes de microorganismes patdogens o soques no patogeniques.

b) En inoculacions seqiiencials de microorganismes avirulents, els mecanismes de
protecciod es poden detectar a partir de dues hores després de la introduccid, i millor en-
cara després de vint-i-quatre hores.

¢) La protecci6 es pot desencadenar amb la inoculacié de microorganismes morts per
temperatura elevada abans de I’aplicacié de soques virulentes.

d) La induccid de resistencia és sistémica i no esta limitada a la zona d’inoculacié del
no patogen.

e) Aquesta estimulacio sistemica podria ser deguda a I’alliberament d’hormones que
es desplagarien pel xilema a diferents llocs de la planta.

f) Les cultivars d’una mateixa especie vegetal difereixen en la velocitat de produir
cal-losa, capes d’abscisio, oclusions, deposicions de fenols, lignines i altres mesures per a
restringir o segellar la infeccid.

&) La induccié de resisténcia implica una estimulacid, és a dir, passar a un estat
«d’alerta» o d’acceleracié de la resposta, que d’altra manera en la planta també es dona-
ria pero seria massa tard per a limitar el patogen adequadament.

Aquestes afirmacions estan avui molt més documentades amb una gran diversitat de
patogens i d’organismes beneficiosos per a les plantes i amb unes metodologies molt
acurades (genOmica, proteOmica, metabolomica, etc.).

Al llarg d’aquest article pretenem revisar si els set punts exposats anteriorment se-
gueixen vigents i quina n’ha estat I’evolucid. El segon objectiu és presentar una sintesi
dels estudis duts a terme pel grup de Fitopatologia de la seccio de Fisiologia Vegetal de la
Universitat de Barcelona (UB) en I’activacié de la defensa de les plantes emprant:
a) ’agent de control biologic Trichoderma asperellum, soca T34, o b) compost obtingut de
residus organics.
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2. Lainduccio de resisténcia de les plantes
2.1. Leshormonesilainducci6 de defenses de les plantes davant dels patogens

Un aspecte que ha estat clau per a induir la resistencia de les plantes és acceptar que,
com els animals, tenen un sistema immunitari consequiéncia de les interaccions comple-
xes a les quals han hagut de fer front al llarg de la seva evolucié amb un ventall molt
ampli d’organismes beneficiosos, d’organismes patodgens (microorganismes, nematodes i
insectes) (estrés biotic) i de condicions ambientals adverses (estres abiotic). En general,
observem que les plantes son resistents a la majoria de patogens i que només son sensi-
bles a uns quants que els ocasionen malalties. Aix0 és degut al fet que les plantes tenen
defenses constitutives o passives, com poden ser les ceres i parets que bloquegen I’entra-
da d’aquests organismes, perd també son capaces de reconeixer que estan sent atacades i
reaccionar davant d’aquest fet (defenses actives). Les plantes disposen de receptors a es-
cala cel-lular que els permeten reconeixer senyals de ’entorn i desencadenar una succes-
si6 de processos bioquimics que donen com a resultat I’expressié de gens o la sintesi de
substancies (figura 1). Les plantes reconeixen molecules dels patdgens que anomenem
inductors exogens i també reconeixen fragments de les mateixes parets vegetals (induc-

Esquema general dels mecanismes de defensa de les plantes. Mecanismes passius (defenses constitutives)
i mecanismes actius (defenses induides), conseqiiéncia del reconeixement de les plantes a senyals del seu entorn

st v’ Organismes patogens
v Genética planta 9 patoger
(génere, e{;pécie cultivar) @\ PLANTES y (microorganismes, insectes)
v Ambien't ’ v’ Organismes beneficiosos
v’ Productes quimics

MECANISMES MECANISMES
PASSIUS ACTIUS
Defenses constitutives Defenses induides
v Fisiques v Fisiques
o Ceres, cuticula, parets, o Callosa, tilosi, gomes,
escorga, suberina... resines, suberificacio...
v" Quimiques v" Quimiques
« Terpens, metabolisme o RSA, RSI, priming...
secundari...

RSA: resisténcia sistémica adquirida; RSI: resisténcia sistémica induida.

FONT: Elaboracio propia.
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tors endogens) i hi responen activant les seves defenses. Els patdgens, per la seva part,
poden manipular les vies de senyalitzacié de la defensa de la planta en benefici propi,
cosa que n’afecta la capacitat per a defensar-se.

En les plantes, les hormones sén essencials en el creixement, en el desenvolupament,
en lareproduccid i en la supervivéncia, i els canvis en la seva concentracié o en la sensiti-
vitat comporten que tinguin respostes adaptatives. Especificament, I’acid salicilic, I’acid
jasmonic i I’etilé sén les principals hormones implicades en la regulacié de les respostes
immunitaries de les plantes (Pieterse i Loon, 1999). Tot i que recentment també s’ha vist
que la resta d’hormones (auxines, acid abscisic, citocinines, etc.) estan interconnectades,
cosa que permet a les plantes una adaptacié rapida. La despesa energetica en defensa es
fa a expenses dels recursos metabolics del creixement i del desenvolupament.

Els estudis de les respostes hormonals de les plantes a I’atac dels patogens s’han fet
principalment en plantes model, com Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) i el tabac (Nico-
tiana tabacum), amb mutants i transgénics obtinguts a partir de plantes salvatges.
Aquests mutants tenen impedides, de manera especifica, alguna de les rutes de sintesi
d’una determinada hormona, i si s’hi observa alguna alteracié important en els nivells de
resisténcia a un determinat patogen respecte a la planta salvatge, s’interpreta que la res-
posta esta regulada per aquella hormona especifica.

Tal com han observat Sticher, Mauch-Mani i Métraux (1997), les defenses de les plan-
tes davant dels patogens comporten el reforg de les defenses constitutives de les parets
cel-lulars amb la sintesi de lignina i la formacié de papil-les de cal-losa, també amb la pro-
duccié de metabolits antimicrobians (fitoalexines) i de proteines relacionades amb la
patogenesi (proteines RP o PR, de I’anglés pathogenesis-related proteins) com glucanases,
quitinases, etc. La incorporacié de lignina reforca mecanicament la paret cel-lular de les
plantes, també la fa més dificil de degradar enzimaticament pels patdogens que la volen
envair i extreure’n els nutrients. A la vegada, els precursors de la sintesi de lignina poden
ser toxics per als patogens o provocar-los la lignificacié de les estructures d’invasid. Esta
ampliament documentada en les plantes la formacié de papil-les als llocs d’infeccié en
resposta a la invasié del patogen i que aquesta formacié en restringeix la penetracio. La
sintesi de proteines RP es va descriure als anys setanta en fulles de tabac infectades amb
el virus del mosaic del tabac i, posteriorment, s’ha descrit davant molts altres agents pa-
togens, com fongs, nematodes, insectes i certs productes quimics. Aquestes proteines
s’acumulen al lloc de la infeccié i, en menor mesura, a llocs distants. Un indicador de
I’activacié dels mecanismes de defensa de les plantes és ’activacid de ’enzim fenilalani-
na amoniliasa; aquest enzim proveeix de precursors per a la sintesi de lignina i derivats
fenilpropanoids (alguns tipus de fitoalexines) implicats en la resisténcia de les plantes.
La inhibicié de I’activitat de la fenilalanina amoniliasa redueix la resisténcia davant de
patogens en diversos tipus de plantes.
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El reconeixement del patogen pot provocar un esclat oxidatiu al lloc d’infeccié amb
Pacumulacié rapida d’especies reactives de ’oxigen, les quals tenen activitat antimicro-
biana. Aquestes especies reactives de I'oxigen també es troben implicades en la senyalit-
zacid, que comporta una resposta hipersensible i la mort cel-lular d’unes poques cel-lules
de les plantes (resposta local), de manera que el patogen queda aillat de la resta de cel-lu-
les i aixi la planta evita mals posteriors. La resposta hipersensible és efectiva només da-
vant de patogens del tipus biotrofics (que s’alimenten dels nutrients dels teixits vius de
les plantes, mitjancant unes estructures anomenades haustoris), perd no davant de pato-
gens necrotrofics (que destrueixen les cel-lules de les plantes i s’alimenten dels teixits
morts). Els necrotrofics sintetitzen toxines i activen els senyals de defensa de les plantes
quan els enzims del patogen alliberen fragments de les parets vegetals (Agrios, 2005).

2.2. Mecanismes implicats en la induccio de resisténcia sistémica
en les plantes

La planta, una vegada ha desencadenat una resposta hipersensible al lloc d’infeccio,
també pot respondre de manera sistemica a llocs distals i aquests teixits no infectats que-
den protegits davant d’una invasié posterior d’un patogen. Aquesta induccié de resistén-
cia amb una duracié més prolongada s’anomena resisténcia sistemica adquirida (RSA o
SAR, de ’angles systemic adquired resistance). Es caracteritza per ’activacid de gens espe-
cifics de sintesi de proteines RP (activitat antimicrobiana) i per un increment dels nivells
d’acid salicilic en teixits locals o distants. Aquest tipus de resisténcia s’expressa en condi-
cions de camp i contra un ampli espectre d’organismes (per exemple, pot estar induida
per un fong i actuar contra bacteris i virus). La induccié de Ia RSA es dona després d’unes
poques hores d’inocular el patogen i es pot mantenir contra el mateix patogen, o un al-
tre, després de diverses setmanes (Sticher, Mauch-Mani i Métraux, 1997). L’acid salicilic
no és I"iinica molécula mobil implicada en la senyalitzacié de la RSA: hi ha estudis que
proposen el salicilat de metil com la molécula que es desplaca a teixits llunyans i
que després es converteix en acid salicilic. El salicilat de metil se sintetitza a partir de
I’acid salicilic al lloc de la infeccid (Park et al., 2007).

Les plantes també fan servir una altra ruta hormonal de resposta de defensa, que és
independent de I’acid salicilic i dependent del jasmonat de metil i de I’etile. Aquesta ruta
de defensa en les plantes s’anomena resisténcia sistemica induida (RSI o ISR, de I’anglés
induced systemic resistance) i no comporta la induccio de transcrits de proteines RP (Pie-
terse et al., 1996).

Durant molt de temps s’ha acceptat que les respostes de defensa induides per la ruta de
I’acid salicilic eren les més efectives davant de patogens biotrofics, mentre que la ruta del
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jasmonat de metil i I’etilé predominava en les interaccions contra patdgens necrotrofics
iinsectes. Amb el temps, pero, s’han fet evidents moltes excepcions que han fet pen-
sar que les respostes de les plantes son molt especifiques i diverses (Ton et al., 2002).
També s’ha demostrat que es donen interaccions antagonistes i sinergiques entre les
dues rutes de senyalitzacié i que totes les altres hormones influencien ambdues rutes
principals de defensa (Bari i Jones, 2009).

La RSA ila RSI estan molt descrites en el cas d’atacs produits per microorganismes
patogens. D’altra banda, les plantes, per desfer-se dels insectes herbivors, han optat per
dues estrateégies de defensa induides per I'insecte en alimentar-se: a) defensa directa con-
tra ’'organisme atacant, b) defensa indirecta a través de I’atraccié dels enemics naturals.
En el primer cas, esta molt estudiada la induccid sistémica molt rapida, amb la sintesi de
proteines inhibidores, les proteinases, que s'uneixen a les proteases digestives del budell
de 'insecte, el qual deixa de menjar. S’ha vinculat la sintesi de proteinases a I’activacié de
la sintesi de I’acid jasmonic. En el segon cas, les plantes activen la produccié d’'un ampli
ventall de compostos organics volatils que atrauen enemics parasits o depredadors de
I’insecte atacant. L’acid jasmonic i ’etilé sembla que tenen un paper important en la se-
nyalitzacié d’ambdds tipus de resposta. L’acid salicilic i altres hormones estan implicats
en la modulacié d’aquestes respostes (Erb, Meldau i Howe, 2012).

2.3. Compostos quimics com a activadors de la resisténcia de les plantes

Des de 1979 és conegut que I’aplicacié exogena d’acid salicilic redueix els simptomes
produits pel virus del mosaic del tabac i, posteriorment, es va demostrar en diferents pa-
togens fuingics i bacterians. Va ser Loon (1983), de la Universitat d’Utrecht, qui va vincu-
lar ’acid salicilic amb la RSA i 'acumulacié de proteines RP. Finalment, dos grups de
treball, de manera independent (Malamy et al., 1990, i Métraux et al., 1990), van confir-
mar que I’acid salicilic actuava de senyalitzacié enddgena de la RSA. A partir d’aquests
estudis es va relacionar, en diverses especies vegetals, I’aplicacié exogena de diferents
compostos amb I’activacié de la RSA per a fer front a diferents patdogens: compostos or-
ganics naturals, com I’acid jasmonic, el jasmonat de metil, perd també I’acid oleic, lino-
leic, linolénic, etc.; compostos inorganics, com sals de fosfat, pols de SiO,, i compostos
quimics sintetics, alguns analegs funcionals de ’acid salicilic, com I’acid 2,6-dicloroisoni-
cotinic, o el benzotiadiazol, perd també el propenazol (fungicida de la classe dels 1,2-ben-
zotiazols) o ’acid -aminobutiric.
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2.4, Lainduccio de resisténcia o I'activacio de la capacitat defensiva
de les plantes per organismes beneficiosos

La induccid de resisténcia, com hem vist fins ara, esta associada a una activacié directa
de gens de defensa que comporta la sintesi i ’lacumulacié de compostos defensius, pro-
teines amb diversos tipus d’accid, compostos volatils, etc. En diferents estudis s’ha vist
que, en alguns casos, aquesta capacitat defensiva no comporta sempre una activacio di-
recta de gens de defensa, sind que permet una resposta més rapida, més gran i més efec-
tiva dels mecanismes de defensa quan posteriorment la planta és exposada a patogens.
Aquest tipus d’estimulacio o potenciacié de la resposta s’anomena sensibilitzacié (priming
en angleés), no comporta una expressié continua dels mecanismes de defensa i és, per
tant, metabolicament menys costosa que I’activacid directa dels gens de defensa (Conrath,
Pieterse i Mauch-Mani, 2002; Trillas i Segarra, 2009).

En el s0l i la rizosfera no només trobem organismes patogens, també hi ha organis-
mes beneficiosos, com fongs antagonistes dels patdgens, micorrizes i bacteris no pato-
gens, alguns dels quals poden facilitar elements minerals i promoure el creixement de les
plantes. S’ha vist que la planta també pot recongixer els microorganismes beneficiosos;
aix0 li permet no activar la seva resposta contra aquests microorganismes i alhora li ser-
veix com a estimul per a posar en alerta el seu sistema immunitari via sensibilitzacié
(Mauch-Mani et al., 2017).

Els estudis d’induccié de resisténcia en planta per part dels organismes beneficiosos
es fan separant fisicament els organismes patogens dels no patogens, per tal d’evitar fe-
nomens de competéncia per ’espai i/o els nutrients, antibiosi o parasitisme entre pato-
gens i beneficiosos. Basicament, es fan servir dues teécniques: a) la separacié d’arrels, o
split root, és a dir, tenir el patogen edafic en una part de les arrels i 'organisme beneficids
en Ialtra; b) I'aplicacié de 'organisme beneficids a les arrels o al substrat de la planta i
I’estudi de les respostes de reduccié de malaltia enfront d’un patogen foliar.

S’han dut a terme molts estudis de RSI i RSA emprant diverses soques de Pseudomo-
nas, com ara, P. putida, P. fluorescens, P. aeruginosa i també Serratia marcescens, que de
manera generica s’han anomenat rizobacteris promotors de creixement, els quals s’ha vist
que, a més de millorar el creixement de les plantes i solubilitzar elements minerals, tam-
bé poden reduir malalties causades per patogens molt diversos. Loon, Bakker i Pieterse
(1998) en fan una revisio i presenten, a més, resultats per a diverses soques. Concreta-
ment, amb la soca S97 de P. fluorescens, la proteccié només s’aconseguia amb la soca
viva, pero no és ben clar si en la reduccié de malaltia operen altres mecanismes d’accio.
A la Universitat d’Utrecht s’ha treballat amb diverses soques de P. fluorescens, segura-
ment la més estudiada ha estat la WCS417, per la técnica de separacié d’arrels, emprant
la soca viva i morta per calor contra patogens com els fongs Fusarium oxysporum f. sp.
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dianthi o F. oxysporum f. sp. raphani. Amb P. putida, soca 89B-27, I’activacio de la defensa
es perllonga diverses setmanes (més de cinc); les poblacions del bacteri cauen de 108 a
103 ufc/g d’arrel en tres setmanes. En el cas de P. fluorescens WCS374 i WCS417, només
s’observa induccid de resisténcia (RSI) i reduccié de la malaltia a partir d’'unes determi-
nades poblacions bacterianes a les arrels (10° ufc/g d’arrel). En els estudis amb pobla-
cions elevades del patogen F. oxysporum f. sp. dianthi sembla que la RSI és insuficient per
a reduir el desenvolupament de la malaltia i, en casos d’incidéncia de malaltia baixa,
I’efecte del bacteri és tan petit que estadisticament no sempre s’hi observen diferéncies.
Per tant, es fa important escollir uns determinats nivells de malaltia per a observar
aquesta activacio de la defensa de les plantes.

Les plantes inoculades amb el patogen foliar P. syringae pv. tomato o bé ruixades amb
acid salicilic o amb el seu analeg, ’acid 2,6-dicloroisonicotinic, en esprai, van desenvolu-
par induccié de resisténcia i van acumular mRNA de proteines RP, concretament RP-1,
RP-2 i RP-5 (Pieterse et al., 1996). I les plantes inoculades amb les soques WCS417 o
WCS358 de P. fluorescens van desenvolupar RSI, perd no van mostrar induccié en I’ex-
pressio de gens RP ni acumular proteines RP, 1a qual cosa va demostrar que aquests bac-
teris promotors del creixement activen rutes de senyalitzacié diferents de RSA. La soca

Activacio de la resposta de defensa de les plantes per microorganismes patdgens i beneficiosos,
insectes i substancies quimiques
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FONT: Elaboracid propia.
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WCS374, tot i la capacitat de produir in vitro grans quantitats d’acid salicilic, no va induir
resisténcia sistémica en Arabidopsis, mentre que sf que ho va aconseguir la soca WCS358,
que no era capag de produir acid salicilic (Wees et al., 1997).

Caldria remarcar que diferents grups de treball fan servir indistintament la termino-
logia RSA o RSI; no obstant aix0, s’ha arribat a un acord en el sentit que el terme generic
seria induccid de resisténcia. D’altra banda, el grup de la Universitat d’Utrecht ha optat
per anomenar RSI les respostes independents de I’acid salicilic induides per organismes
beneficiosos, mentre que empren RSA per a indicar les respostes d’induccié dependents
de I’acid salicilic degudes a patogens (Pieterse et al., 2002).

A la figura 2 es mostren de manera esquematica els diferents tipus d’induccié de
resistencia que s’han introduit en el text.

3. Estudis d’induccio de resisténcia en plantes per I'agent
de control biologic Trichoderma asperellum, soca T34

Aquests estudis amb aquest agent de control bioldgic s’Than dut a terme a la Facultat de
Biologia de la UB, també a la Universitat d’Utrecht i a ’Escola d’Agricultura de Barcelo-
na (UPC).

a) Metodologia per a lanalisi conjunta d’acid salicilic i acid jasmonic

L’any 2006, en el transcurs d’una tesi doctoral i donat I’interés en aquell moment per
I’analisi de les principals hormones implicades en la resisténcia contra patogens, vam
desenvolupar un meétode rapid i sensible per a determinar de manera simultania els ni-
vells en planta de les dues hormones principals implicades en la defensa: acid salicilic i
acid jasmonic (Segarra et al., 2006). Aquesta metodologia, basada en cromatografia liqui-
da acoblada a espectrometria de masses, era rapida i donava molt bons resultats quant
als limits de deteccio, repetibilitat i linealitat, i millorava metodologies anteriors (com
les de Meuwly i Métraux, 1993, i Rakwal et al., 2002). L’objectiu en aquesta primera apro-
ximacié a la problematica era doble: mostrar la fiabilitat de la técnica que empraria el
grup en publicacions posteriors, i fer unes primeres mesures en diferents teixits de co-
gombre (Cucumis sativus L., cv. Negrito). No es va fer separacié espacial i en el substrat
de cultiu es van aplicar els fongs Trichoderma asperellum soca T34 (T34) (Trillas-Gay i
Cotxarrera Vilaplana, 2002) com a agent de control biologic, i el patogen Rhizoctonia so-
lani. Els resultats obtinguts no van mostrar diferencies significatives en el contingut
d’acid salicilic i acid jasmonic en cotiledons i arrels, entre les plantes de control i les trac-
tades amb T34 amb abséncia del patogen, mentre que en les plantes inoculades amb el
patogen es van obtenir valors significativament superiors per a les dues hormones i els
dos tipus de teixits.
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b) Estudi dels mecanismes d’accid de la soca T34 de Trichoderma asperellum

L’any 2007, i per a estudiar els mecanismes d’accié de T34 durant les primeres hores d’in-
teraccio amb les arrels de les plantes, vam fer estudis hormonals (acid salicilic i acid jas-
monic), de I'activitat peroxidasa (una activitat tipica de resposta de les plantes davant
dels patogens) i del proteoma (Segarra et al., 2007a). Aquesta vegada es va fer separacid
espacial entre ’agent de control i el patogen tot emprant el patogen foliar Pseudomonas
syringae pv. lachrymans (Psl) en cultiu hidroponic de cogombre. Després de 24 hores
d’aplicar T34 a les arrels, es va inocular el patogen ruixant amb esprai els cotiledons amb
100 ul d’'una suspensio de Ps! (densitat Optica,,, = 1). En els estudis de malaltia, els tracta-
ments van ser tres: plantes de control, sense patogen ni T34; plantes inoculades amb Psl
sense T34, i plantes inoculades amb Ps/ i tractades amb T34 a dosis altes (107 conidis/ml).
En els estudis de I’activitat peroxidasa i hormonals (acid salicilic i acid jasmonic), els trac-
taments van ser: plantes inoculades amb Psl sense T34 i plantes inoculades amb Psl i
tractades amb T34 a tres dosis diferents (10, 10° i 107 conidis/ml).

En els estudis de malaltia, 48 hores després d’aplicar-hi Psl, els resultats van mostrar
uns nivells de malaltia significativament més baixos en el tractament amb T34 a les ar-
rels respecte de les no tractades, cosa que indicava que el mecanisme que operava en
aquella reduccié era exclusivament a través de planta, donat que es podien descartar
mecanismes com parasitisme i antagonisme. Els resultats també van mostrar que els ni-
vells d’acid salicilic i d’acid jasmonic i ’activitat peroxidasa s’incrementaven en els coti-
ledons en funci6 de les concentracions de T34 aplicades a les arrels, la qual cosa suggeria
que les induccions de resposta en la planta depenen de la concentracié de T34. En les
primeres hores d’interaccid es va observar una reaccio similar a la RSA, resultat de la co-
lonitzacid de les arrels per T34 aplicat a concentracions elevades (Trillas i Segarra, 2009).
Com a conseqiiencia de la proteccid foliar contra Psl, es van observar nivells alts d’acid
salicilic i d’acid jasmonic i d’activitat peroxidasa en funcid de la concentracié de T34 apli-
cada. Els estudis de protedmica van identificar vint-i-vuit proteines en els cotiledons que
resultaven afectades amb la colonitzacio per T34, a diferéncia del tractament de control
(abseéncia de T34). Disset proteines estaven sobreexpressades i onze inhibides; les sobre-
expressades estaven implicades en reaccions d’especies reactives d’oxigen, en respostes
d’estres, en la biosintesi d’isoprenoides, en la biosintesi d’etilé i en el metabolisme foto-
sintetic, fotorespiratori i dels hidrats de carboni. En resum, les plantes amb les arrels co-
lonitzades per T34 sobreexpressaven uns grups de proteines orientades a la defensa, im-
plicades directament en la proteccid, que en modificaven el metabolisme d’un estat
assimilatori a un estat defensiu (Segarra et al., 2007a).
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¢) Comparacid entre les respostes induides pel bacteri Pseudomonas fluorescens, soca
WCS417r, i el fong Trichoderma asperellum, soca T34

L’any 2009, en col-laboracié amb la Universitat d’Utrecht, es va fer un estudi comparatiu
amb dos microorganismes beneficiosos: el bacteri P. fluorescens, soca WCS417r, i el fong
T. asperellum, soca T34, bons colonitzadors de les arrels i amb una demostrada capacitat
supressora de malaltia davant d’un ampli ventall de patdgens de les plantes (Segarra et
al., 2009). Els estudis es van fer en Arabidopsis thaliana, en la cultivar salvatge (Col-0)ien
tres mutants: el mutant myb72-1, que tenia impedida la ruta RSI; el mutant npri-1, que
tenia impedides les dues rutes RSIi RSA, i el mutant sid2-1, que tenia impedida la ruta de
biosintesi de ’hormona acid salicilic. WCS417r es va inocular a la dosi de 5 x 107 ufc/g
de substrat i T34 es va inocular a la dosi de 10° ufc/g de substrat. Es va avaluar la reduc-
cidé de malaltia davant dels patdgens foliars segiients: el bacteri Pseudomonas syringae pv.
tomato, 'oomicet biotrofic Hyaloperonospora parasitica i el fong necrotrofic Plectosphae-
rella cucumerina. Els dos organismes beneficiosos van reduir significativament la malal-
tia provocada per P. syringae respecte de les plantes tractades només amb el patogen, ila
reduccié induida per T34 era superior a la de WCS417r. De manera semblant, les arrels
colonitzades per T34 van reduir més i de manera més significativa les malalties ocasiona-
des per H. parasitica i P. cucumerina. El comportament de T34 va ser similar al de
WCS417r, aixi T34 no es va associar a una activacié transcripcional directa de gens asso-
ciats a RSA, pero0 sf a una potenciacié de I'expressié del gen LOX2 —que respon a I’acid
jasmonic— quan es va tractar amb jasmonat de metil i a una potenciacié de la formacio
de cal-losa en els estomes de les fulles, el punt d’entrada de H. parasitica. El sistema de
defensa d’Arabidopsis indueix habitualment la formacié de cal-losa, la qual cosa impe-
deix ’entrada del patogen, en aproximadament un 20 % dels estomes, amb T34. En can-
vi, les deposicions de cal-losa van ser en aproximadament un 60 % dels estomes, un valor
significativament més alt. En trobar similituds entre els dos organismes beneficiosos, es
va indagar si la ruta de la RSI era regulada de manera similar i es va demostrar que la in-
ducci6 de resisteéncia funcionava de manera independent de ’acid salicilic i que en els
dos organismes el factor de transcripcio de les arrels MYB72 tenia un paper rellevant en
els primers senyals d’induccié de la RSI (Segarra et al., 2009).

d) Induccid de resisténcia per la soca T34 davant la podridura grisa del tomaquet

Més tard, es va treballar amb un altre patogen foliar, el fong necrotrofic Botrytis cinerea
inoculat (a la concentracié de 10° conidis/ml) a les fulles de tomaquera (Solanum lycoper-
sicum cv. Roma) cultivada en perlita, un substrat baix en nutrients i microorganismes
(Ferndndez, Segarrai Trillas, 2014). T34 es va obtenir del producte comercial T34 Biocon-
trol® i es va aplicar a la concentracié de 10 ufc/ml de substrat. Ambdds es van aplicar en
trasplantar la tomaquera del planter al test, i es va prolongar I'experiment catorze dies.
La severitat de 1a malaltia es va reduir un 35 % respecte de les plantes sense T34, reduccid
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només atribuida a la induccié dels mecanismes de defensa de la planta. Les plantes amb
les arrels colonitzades per T34, respecte de les de control, van tenir una millor absorcié
de nutrients (Mg, P, B, Cu) i una millor distribucié de C i N, que van comportar un crei-
xement més gran, mesurat a partir de I’area foliar total, el pes sec i ’altura. En aquest
estudi es va demostrar que la ruta de senyalitzacié no estava regulada per les hormones
acid salicilic i acid abscisic. El conjunt de mesures fisiologiques va indicar que les plan-
tes cultivades en perlita i amb T34 no mostraven cap tipus d’estres.

e) Estudi dels exsudats radiculars en tomaquera infectada amb Botrytis cinerea

En un estudi posterior, i treballant amb el mateix patosistema, es va aplicar T34 (10* ufc/ml)
al substrat on es van trasplantar les llavors de tomaquet germinades en condicions esterils.
Després de catorze dies es va inocular el patogen a les fulles (10° conidis/ml); en aquest
temps, les poblacions de T34 havien augmentat deu vegades, és a dir, 3,85 x 10° ufc/ml.
L’experiment va durar dues setmanes més, i es va estudiar si la preséncia de B. cinerea
modificava el patrd dels sucres exsudats per les arrels de la planta i si aquests sucres in-
terferien en les poblacions de T34 (Ferndndez, Segarra i Trillas, 2017).

Els resultats obtinguts van mostrar una reduccié evident de la gravetat de malaltia en
les plantes amb arrels colonitzades per T34 i també un canvi en el patrd de secrecio de
sucres, amb un increment significatiu de les concentracions d’acid gluconic i un detri-
ment significatiu dels nivells d’inositol i sacarosa. Aquests canvis van comportar un man-
teniment en les poblacions de T34 en les plantes tractades amb T34 i infectades per
B. cinerea, respecte de les no infectades pel patogen i confirmaven 'existéncia d’una co-
municacio fulla-arrel.

f) Estudi comparatiu dels compostos volatils alliberats a les arrels per les soques de dues es-
pécies de Trichoderma (T. asperellum 734 i T. harzianum 778)

En aquest estudi es van comparar les soques T34 de T. asperellum i T78 de T. harzianum,
en plantes d’Arabidopsis i de tomaquet davant del patogen B. cinerea, i es va demostrar
que els compostos volatils (jasmonat de metil) alliberats a les arrels per les dues soques
de Trichoderma, estimulaven I'expressio del gen MYB72, especific de la ruta de senyalit-
zacié RSI, i que aquesta activacid estava vinculada a ’absorcié de ferro i a la reduccié
significativa dels nivells de DNA de B. cinerea en fulla (Martinez-Medina et al., 2017).

&) Estudi comparatiu de les soques de dues espécies de Trichoderma (T. asperellum 734 i
T. harzianum, T22) davant el fong nematofag Pochonia chlamydosporia

En aquest estudi, es van comparar dues soques comercials de productes biologics autorit-
zats a la Unié Europea (UE) per a la proteccio de les plantes, T. asperellum T34 i T. harzia-
num T22, davant un aillat seleccionat d’un sol supressor de nematodes, el fong nemato-
fag Pochonia chlamydosporia, amb bona capacitat per a reduir Meloidogyne incognita. Per
técniques de separacié d’arrels, es va comprovar com tots dos formulats de Trichoderma
activaven la RSI contra M. incognita en plantes de tomaquet (cosa que no va succeir en
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plantes de cogombre) i en reduien significativament el nombre d’ous i la massa d’ous.
A més amés, el percentatge d’ous parasitats per P. chlamydosporia no va resultar afectat
per T34, 1a qual cosa mostrava la compatibilitat d’ambdds tipus de microorganismes be-
neficiosos (Pocurull et al., 2020).

Activacio de la resposta de defensa de les plantes induida per Trichoderma asperellum, soca T34 (aplicat a les
arrels o al substrat de cultiu), en Arabidobsis thaliana i Solanum lycopersicum

PATOGENS

edafics + foliars

. . - J v’ Pseudomonas syringae pv. tomato
w . . A\ v P.syringae pv. lachrimans

RSI - MYB72 (acid jasmonic + etilé) v Hyaloperonospora parasitica

PRIMING (potenciacio de la capacitat defensiva) PLANTES v Botrytis cinerea

Acumulacié d’acid gluconic a les arrels Plectosphaerella cucumerina
v Meloidogyne incognita

REDUCCIO DE MALALTIA
= Dosis de laboratori (altes) jgg%‘;cll"i,n(?ceils: Zef enses
Acid salicilic + jasmonic Microorganisme interaccié
Activitat peroxidasa BENEFICIOS
Activacio de proteines RP T. asperellum, T34

Manteniment de
poblacions T34

alarizosfera

RSI: resisténcia sistémica induida; RP: relacionades amb la patogénesi.

FONT: Elaboracié propia.

Ala figura 3 es mostren els diferents aspectes de la induccié de resistencia per I'orga-
nisme beneficios T. asperellum, soca T34, davant de diversos bacteris, fongs i nematodes
fitopatogens.

4. Estudis d’induccio de resisténcia en plantes per I’is de composts
com a substrats de cultiu, duts a terme a la Facultat de Biologia
dela UB

Alguns composts, obtinguts per la descomposicié aerodbica de residus organics, s’empren
en I’agricultura com a substrats, esmenes organiques i adobs. Sén materials rics en nu-
trients i microorganismes que poden millorar el creixement i la salut de les plantes d’una
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manera semblant als sols supressors de determinats patdogens i, a la vegada, poden reduir
els inputs en agroquimics (Hoitink, Schmitthener i Herr, 1975; Trillas-Gay, Hoitink i
Madden, 1986; Hoitink i Boehm, 1999; Noble i Coventry, 2005, Avilés, Borrero i Trillas,
2011). Els composts, en aquest moment, son productes que s’estan revalorant a la UE
(DOUE, 2019) en ’ambit de ’agricultura i ’economia circulars. El nostre grup de recerca
de la UB fa diversos anys que avalua la supressivitat natural de composts procedents de
residus agroindustrials davant de patogens edafics.

a) Estudi del comportament de diversos composts davant de diverses torbes

En un primer estudi recollit en la publicacié de Segarra et al. (2007b) es va avaluar el
comportament davant d’un patogen foliar (B. cinerea) d’alguns composts procedents
de residus de suro, residus de la produccié de xampinyo, residus de ’elaboracié del viide
P’oli, aixi com de diverses torbes. Les plantes crescudes en un substrat de compost presen-
taven fulles més resistents a la malaltia produida per B. cinerea que les plantes crescudes
en torba. Les fulles de plantes crescudes en compost mostraven quantitats més altes de
Mo, Ca, Si (els dos dltims elements poden conferir més resisténcia a ’atac d’un fong ne-
crotrofic com B. cinerea). Cal afegir que els composts presentaven més conductivitat
electrica (contingut en nutrients) i més activitat microbiana (mesurada com a activitat
B-glucosidasa). No obstant aix0, els resultats ens van suggerir fenomens d’induccio a tra-
vés de planta.

b) Estudis en planta d’Arabidopsis sobre els mecanismes de defensa induida per compost de
sansa

L’any 2013 es van publicar dos estudis que s’havien dut a terme. En el primer (Segarra et
al., 2013), s’avaluava un compost madur obtingut de residus de la industria d’obtencié de
’oli i de fulles d’olivera per tal de determinar si produia alteracions en ’expressié génica
de plantes d’Arabidopsis que poguessin indicar induccié de resisténcia sistémica. Les
analisis es van fer mitjangant la técnica de bioxip (microarray, en angles) (mesura I’ex-
pressié d’una seleccié de milers de gens), tot comparant les respostes de les plantes in-
oculades amb B. cinerea (10° conidis/ml) crescudes en compost respecte de les crescudes
en perlita. El percentatge de fulles infectades va ser significativament més baix en les
plantes crescudes en compost. Les analisis van mostrar una expressié diferencial de
178 gens (155 eren sobreexpressats i 23 eren inhibits) en les plantes crescudes en com-
post respecte de les crescudes en perlita. Les funcions de 38 dels gens sobreexpressats
corresponien a respostes a I’estres, a estimuls bidtics (bacteris, fongs...), a estimuls qui-
mics i abiodtics, a estimuls de 1’acid salicilic i ’acid abscisic, a ’estrés oxidatiu, a respostes
de defensa immunitaria (RSA...), etc. Cal remarcar ’expressié de gens vinculats a protei-
nes PR1, els quals es van activar de manera significativament superior i de manera simi-
lar en les plantes crescudes en compost (sense el patogen) i en les plantes crescudes en
perlita i inoculades amb el patogen, respecte de les plantes només crescudes en perlita.
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En les plantes crescudes en compost i inoculades amb B. cinerea 1’activacio va ser signifi-
cativament més gran. El compost va desencadenar respostes en les plantes que compar-
tien semblances amb I’activacid per RSA i les respostes d’estres abidtic dependent i inde-
pendent a I’acid abscisic.

El segon treball (Segarra, Elena i Trillas, 2013) es va plantejar amb el mateix compost
ila perlita com a substrats de cultiu, perd amb diversos genotips d’Arabidopsis thaliana,
el salvatge (Col-0) i els mutants: jarI-1, que té impedida la ruta de I’acid jasmonic o hi és
insensible, i sid2-1, que té impedida la ruta de biosintesi de ’acid salicilic. El patogen
B. cinerea es va aplicar també a 10¢ conidis/ml i totes les plantes es van adobar amb la
solucio nutritiva Hoagland (50 %), que proveeix de tots els nutrients essencials. L’analisi
de la composicié mineral de les fulles d’Arabidopsis no va mostrar cap diferéncia signifi-
cativa entre les plantes crescudes en els dos tipus de substrats amb patogen i sense, cosa
que permetia descartar, en el cas de reduccié de malaltia, 'efecte de la nutricié. Les plan-
tes Col-0 ijarI-1 crescudes en compost van mostrar una reduccid de fulles infectades
del 30 %, mentre que el mutant sid2-1 no va reduir la malaltia. Aquests resultats van sug-
gerir que el compost requeria la ruta de senyalitzacié de I’acid salicilic per a induir les
respostes de resisténcia en planta.
¢) Estudis en tomaquera sobre els mecanismes de defensa induida per compost de sansa
En un estudi posterior, emprant compost madur de residus procedents de la industria de
I’oli, B. cinerea com a patogen foliar i plantes de tomaquet cv. Roma, les plantes cres-
cudes en compost van presentar una reduccio de la severitat en la malaltia del 60 % res-
pecte de les crescudes en perlita. Les hormones acid salicilic i acid abscisic estaven impli-
cades en la induccié de resisténcia sistémica induida pel compost. Les mesures
fisiologiques (com I’estat hidric, la relacié arrel/brot, els isotops estables de C i la fluores-
céncia de la clorofil-1a), que es van efectuar en les plantes crescudes en compost, van
mostrar valors propers a una situacié d’estres. No obstant aixo, les plantes crescudes en
compost van donar valors de creixement, altura i biomassa superiors als de les plantes
crescudes en perlita, la qual cosa suggereix que les plantes crescudes en compost no ha-
vien estat sotmeses a un estres propiament dit, sind a un eustres o estres positiu, que va
activar la resisténcia immunitaria de la planta davant del patogen (Ferndndez, Segarra i
Trillas, 2014).

Alafigura 4 es mostren aspectes clau vinculats a la induccio de resisteéncia per part de
compost obtingut de subproductes de la industria de I’oli emprat com a substrat de cultiu.
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Activacio de la resposta de defensa de les plantes induida per compost de sansa, emprat com a substrat
de cultiu

7

v Expressio diferencial de 178 gens PLANTES
v’ Proteines RP, com PR Arabidobsis thaliana
v" RSA (acid salicilic, acid abscisic) Solanum lycopersicum
v Eustreés o estrés positiu ]
REDUCCIO DE MALALTIA
COMPOST v Activacio de les defenses

v Efecte de certs nutrients

Compost de sansa
Substrat de cultiu

RSA: resistencia sistémica adquirida; RP: relacionades amb la patogénesi.

FONT: Elaboraci6 propia.

5. Conclusions

Pel que fa als set punts descrits en el capitol 6 del llibre de Cook i Baker (1983), sén vi-
gents els que fan referéncia a ’activacio de les defenses per part dels organismes benefi-
ciosos, patogens i patdgens avirulents. En canvi, la implicacié de les hormones vegetals
és més complexa del que originalment es pensava: les principals hormones sén acid sali-
cilic, acid jasmonic i etile, perd també altres hormones i alguns dels seus precursors de
sintesi hi estan implicats.

Els patdgens, en colonitzar les plantes per a envair-les, provoquen I’activacié de me-
canismes de defensa, pero no sols al lloc d’infeccid, atés que poden enviar senyals a altres
parts de la planta.

Teécniques com la cromatografia acoblada a espectrometria de masses permeten
quantificar valors hormonals molt baixos en les plantes, de la mateixa manera que 1'tis
de plantes mutants permet dilucidar la implicacié de les hormones en les diverses vies de
senyalitzacio.

Es confirmen dues rutes principals de defensa: RSA i RSI, la primera vinculada a la
sintesi de ’hormona acid salicilic i proteines relacionades amb la defensa de les plantes, i
la segona vinculada a la senyalitzacié per les hormones acid jasmonic i etile. La sensibi-
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litzacié o potenciacié de la defensa no comporta una expressié continua de ’activacié
de la defensa, cosa que per a la planta representa un estalvi metabolic.

D’altra banda, I’estudi de I'expressié genica ha permes identificar la importancia de
determinats gens com MYB72 en les principals rutes de transcripcié de senyals RSI.

Alguns compostos volatils propis de la planta, precursors de la ruta de sintesi de I'acid
salicilic o de I’acid jasmonic, estan implicats en la transmissié de senyals a llargues dis-
tancies en les plantes. A més, I'aplicacié de diverses substancies quimiques naturals o de
sintesi també poden activar la resposta immunitaria de les plantes.

Els organismes beneficiosos, colonitzadors de la rizosfera, també tenen capacitat
d’activar els mecanismes de defensa de les plantes de manera similar a les vacunes (per
analogia amb la medicina humana), no d’'una manera directa, com els patogens, sind
amb la potenciacié de la capacitat de defensa de les plantes.

La nostra experieéncia en I’analisi dels mecanismes d’accié de Trichoderma aspere-
llum, soca T34, ens permet concloure que la ruta d’activacié principal és per RSI i per
sensibilitzacid amb independéncia del tipus de patogen (biotrofic o necrotrofic) i planta,
i que la ruta a través de la RSA es dona aplicant concentracions molt elevades de T34,
més aviat en condicions de laboratori. L’activacié de la capacitat de defensa de les plan-
tes per algunes soques de microorganismes beneficiosos, com T34, es mostra com un
mecanisme d’accié més en el control de les malalties, al qual cal sumar altres mecanis-
mes com: parasitisme, antibiosi i competencia per nutrients i espai (dades no presenta-
des en aquest resum).

La nostra experiencia en I'estudi dels mecanismes implicats en la supressivitat natural
de composts obtinguts de residus organics ens permet concloure que certs composts, ac-
tuant «com un tot», tenen capacitat per a activar la resposta immunitaria de les plantes, i
la RSA és la ruta d’activacio principal. No es pot descartar I’efecte positiu de determinats
taxons de microorganismes (dades no presentades en aquest resum), ni de determinats
nutrients en els composts que millorin les defenses naturals ni la salut de les plantes.
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