L'ascomicete Pyricularia grisea (Cooke) Saccardo e I'agente patogeno responsabile del brusone, la piu grave patologia fungina del riso.
L'identificazione di geni di resistenza in grado di contrastare il patogeno e un valido strumento da considerare nei programmi di breeding.
| geni di resistenza Pi-ta, Pi-b, Pi-k" e Pi-z conferiscono completa o parziale resistenza ai ceppi di Pyricularia grisea presenti in Italia.
L'inserimento, mediante incrocio, di uno o piu geni Pi (gene pyramiding) consente l'ottenimento di varieta con resistenza ad ampio spettro al patogeno, evitando i trattamenti fungicidi.
Specifici marcatori molecolari strettamente associati ai geni Pi permettono di distinguere i genotipi resistenti e suscettibili.

Il microrganismo responsabile

della patologia e

la forma

anamorfa o asessuata del fungo
ascomicete Pyricularia grisea; il
telomorfo o forma perfetta del

fungo,

Magnaporthe grisea,

non si trova in natura in Italia

(Hebert, 1971)

Sintomi acuti dell’attacco di Pyricularia grisea su foglie, nodi e pannocchia di riso

e Vit -
Conidio di Pyri

Conidi e appressori di P. grisea (A) a- Conidio sostenuto dal conidioforo, esibisce una gocciolina di
mucillagine (STM) adesiva; b- Attacco del conidio tramite STM dopo il contatto con la superficie. (B)
Sviluppo dell’appressorio. (C) a- Collasso dell’appressorio con melanina; b- appressorio turgido

(Ap: Appressorio, Co: Conidio, Gt: Tubo germinativo) (Howard e Valent, 1996)

Fitopatologia del brusone
Il brusone del riso (in inglese blast), in termini fitopatologici, si definisce come
una malattia tossica o necrotossica, in quanto le cellule dei tessuti vegetali invasi
dalle ife fungine sono rapidamente uccise dal patogeno che utilizza il materiale
cellulare necrotizzato per le sue necessita alimentari. Il fungo attacca la pianta di
riso in ogni suo stadio di sviluppo, producendo lesioni sulle foglie, a livello dei
nodi e dei culmi e sulla pannocchia. Il micelio fungino intercellulare, attraverso la
produzione di due sostanze tossiche, la piricularina e I'acido alfa-picolinico, causa
un’alterazione della permeabilita differenziale delle membrane cellulari, con
conseguente diminuzione della reattivita cellulare (Ou, 1985).
Da un punto di vista funzionale, I’invasione dei meristemi e dei parenchimi delle
foglie e del culmo da parte di Pyricularia e I'occlusione dei vasi xilema e floema
da parte del micelio fungino, porta all’arresto del trasporto di materiale
alimentare, provocando un decorso acuto della malattia.

Ciclo della malattia

L'attacco del fungo sul riso induce una serie
di eventi morfogenetici che iniziano con la
formazione di una cellula infettiva in
risposta al contatto con la superficie
fogliare, proseguono con lo sviluppo di
strutture specializzate all'assimilazione in
seguito all'ingresso nell'epidermide, e
terminano con la formazione di conidi, in
condizioni di temperatura e umidita
favorevoli al patogeno
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Ciclo di infezione di Pyricularia grisea (Ribot et al., 2008)

Basi genetiche della resistenza

La cosiddetta “resistenza dell’ospite”, o resistenza verticale, € quella espressa da un genotipo, appartenente ad una specie ospite,
normalmente suscettibile ad una specifica razza del patogeno. La resistenza dell’ospite € spesso controllata da un singolo gene di
resistenza (R), il cui prodotto interagisce direttamente od indirettamente con un elicitore specifico del patogeno, codificato da un gene
definito di avirulenza (avr). In questo caso, l'interazione tra pianta ospite (resistente) e patogeno e detta incompatibile. Si definisce
invece interazione compatibile quella con una pianta ospite suscettibile in cui i geni R sono assenti o non funzionali, che si ammala in
seguito all’attacco di un patogeno (virulento). Secondo la teoria gene-per-gene, proposta da Flor nel 1942 per spiegare il fenomeno della
resistenza dell’ospite, nelle interazioni incompatibili, per ciascun gene che conferisce virulenza (patogenicita) al patogeno, si
contrappone, nella pianta ospite, un gene di resistenza al patogeno.

Suscettibilita varietale

Le varieta di riso presentano un diverso grado di resistenza al brusone e possono quindi
essere distinte in varieta geneticamente resistenti e varieta suscettibili all'invasione del
fungo. Diversi fattori sia di tipo abiotico sia biotico influenzano la sensibilita varietale.

Un ruolo importantissimo é rivestito dalla silice, presente nell’epidermide fogliare e nello
sclerenchima sotto forma di gel; oltre a rinforzare le pareti cellulari delle foglie adulte, la
silice svolge un ruolo importante nel controllo della traspirazione, proteggendo la pianta
dall'attacco di funghi ed insetti.

Nella pianta resistente, in seguito all’attacco del fungo, vengono attivate le risposte di
difesa che comprendono la sintesi di sostanze chimiche tra cui l'oryzzalessina D che,
interferendo con la funzione della membrana cellulare fungina, inibisce la respirazione
mitocondriale e l'assunzione di nutrienti. Le varieta di riso resistenti a P. grisea
producono acido p-cumarico, acido ferulico e derivati dell'acido cinnamico, sostanze in
grado di legarsi alle tossine secrete dal fungo eliminandone la tossicita.

Circa 80 geni Pi (geni R) sono stati
mappati in diverse varieta di riso

CODIFICANO

Proteine NBS-LRR,

citoplasmatiche transmembrana
implicate nel riconoscimento dei
patogeni e nell’attivazione di

sistemi di difesa in pianta

11 sono stati clonati e caratterizzati

a livello molecolare

NBS (Nucleotide-Binding Site) —— Trasduzione del segnale

LRR (Leucine-Rich Repeat)

In uno studio di Roumen et
al. (1997), 41 ceppi di
Pyricularia grisea raccolti
in diversi anni su cultivar di
riso differenti, provenienti
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Una ricerca bibliografica effettuata da Ballini et al. nel 2008 ha permesso di identificare
85 geni di resistenza a Pyricularia grisea che hanno mappato sul genoma del riso. Nella

figura sottostante e stata evidenziata sulla loro mappa fisica la posizione di 4 geni Pi di

interesse: Pi-ta, Pi-b, Pi-z e Pi-k"
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Fonte: Ballini et al. MPMI Vol. 21, No. 7, 2008, pp. 859—-868

Saggio di patogenicita con i 41 ceppi del patogeno su
varieta differenziali di cui @ nota la presenza del/i
gene/i Pi nel genoma. (Roumen et al., 1997)

Table 3. Differential reactions observed between rice cultivars and European isolates of the blast pathogen. Solid black boxes indicate a flly
susceptible IT (lesion type 5-4). Boxes that are half or three quarters black indicate an intermediate IT (lesion type 3, 4 with a minor ameumt
of type 3 possible). Boxes with a small black right comer indicate a resistant IT with type 2 lesions. Uncoloured boxes indicate a resistamt IT

SAM applicata ai geni Pi i@ P X P, \w
Il “gene-pyramiding” é il processo di combinazione simultanea di piu geni in un singolo Resistente al ceppo 1 Suscettibile al ceppo 1
genotipo. Cido e possibile attraverso il breeding convenzionale, ma risulta estremamente Suscettibile al ceppo 2 Resistente al ceppo 2
difficile o impossibile nelle prime fasi della selezione. Attraverso l'uso della selezione T
fenotipica tradizionale, ogni genotipo deve essere fenotipicamente valutato per tutti i caratteri L\% I:1
ricercati. Pertanto, puo essere molto difficile verificare la presenza del carattere di interesse in l ®
certe popolazioni (ad esempio F,) soprattutto se I'analisi del carattere di interesse prevede la
distruzione del materiale genetico in osservazione. | marcatori molecolari possono facilitare la FZ

Ill

diffusa per i

dell’allele recessivo.

selezione in quanto i saggi molecolari non risultano distruttivi, richiedono poco materiale 17
vegetale e da un singolo campione di DNA possono essere effettuati molteplici saggi di ricerca
di diversi geni di interesse senza attuare nessuna analisi di fenotipizzazione. L'applicazione piu
gene pyramiding” é quella per la combinazione di molteplici geni di resistenza
alle malattie, al fine di sviluppare una resistenza duratura ed ad ampio spettro alle malattie.

La figura seguente mostra come, nel caso della ricerca di un genotipo resistente a 2 ceppi del
patogeno, si esegue un incrocio tra il parentale P1, resistente al ceppo 1 e il parentale P2,
resistente al ceppo 2 e si analizza la progenie F, alla ricerca degli individui interessanti. La
fenotipizzazione per la resistenza ai ceppi della malattia richiede per la stessa linea due ﬂ ﬂ
inoculazioni diverse: una con il ceppo 1 e l'altra con il ceppo 2. Per ogni inoculazione vengono 7
selezionate le linee che hanno manifestato la resistenza, ma nel caso di una resistenza
dominante, un individuo eterozigote non manifesterebbe fenotipicamente
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Invece, attraverso I'uso di marcatori molecolari, ognuno strettamente correlato alla presenza di un gene di resistenza ai ceppi del patogeno, puo essere effettuato uno screening
dell’intera popolazione in maniera rapida e sicura, eliminando i genotipi eterozigoti e selezionando esclusivamente i genotipi omozigoti dominanti. Inoltre la combinazione dei due

marcatori molecolari consente di individuare i genotipi che presentano simultaneamente la resistenza ad entrambi i ceppi del patogeno.

In seguito ad un saggio di patogenicita con i 41 ceppi del patogeno su varieta
differenziali, di cui & nota la presenza del/i gene/i Pi nel genoma, si & concluso
che i geni Pi-ta e Pi-b determinano resistenza completa ai ceppi italiani
considerati, mentre Pi-z e Pi-k" mostrano resistenza a tutti i ceppi tranne IT10 e

IT14 rispettivamente.

Il Laboratorio di Biologia Molecolare del Centro Ricerche sul Riso dell’Ente Nazionale Risi, considerando i
risultati ottenuti dallo studio di Roumen et al. (1997) ha deciso di considerare i seguenti geni di resistenza,
ognuno di loro in grado di riconoscere in modo specifico un determinato gene di avirulenza di P. grisea:

* Pi-ta riconosce il gene di avirulenza Avr-Pita (Jia et al. 2003)

* Pi-b riconosce il gene di avirulenza Avr-Pib (Fjellstrom et al., 2004)

* Pi-kh riconosce il gene di avirulenza Avr-Pikh (Fjellstrom et al., 2004)

d - . . 5P = Spaln | EP.3-1384. Ceppi spagnoli without s;;apt;l.?s 0: \ﬁjﬂ‘}_t_}cipel ]esic;n_a. ?.fd's:;ta for cultivars that were invariably resistant (Bl-1, Pi-no-4, Reiho, Gigante-vercelli, Estrella)
_ i T T - - OT SUSCEp! e |vlaratelln, 1.1 l}} are mot mdciu - A o o o o o o
a cinque paesl europel M= Hangary | o Hineage £ * Pi-zriconosce il gene di avirulenza Avr-Piz (Marchetti et al., 1987; McClung, 2002; Fjellstrom et al., 2006)
1 1 = E'F'l-llh - . L] LJ . L] . . . . L3 . . . L3 . L3
(Francia, Spagna, Ungheria, PR Poragal vt Rt ’ i ’ : 1 ’ GRUPPO 1 2 5 Pertanto dopo un’accurata ricerca bibliografica volta ad acquisire articoli scientifici relativi all’'uso di marcatori
Portogallo e Italia) sono o2 aeas iSOLATE s molecolari per l'individuazione dei geni di resistenza di interesse, sono state perfezionate delle metodiche
B - - - ot rrs T . . A . . . . : oo s = E ’8 E
stati  caratterizzati  dal Fr-1-t500 ressronce e o s res RAZZE ITI0 IT14 IT16 IT2 IT6é IT3 IT11 IT20 IT21 I1T22 analitiche in grado di rilevare in modo inequivocabile la presenza di uno o piu geni di resistenza all’interno dei
L) o [ "R EE L] CULTIVAR GENE(S) FR3 PRTA FR13 IT16 5PZ PR14 FRT2 PRI FR10 PR71 IT14 FRB SPE& SP3 ITI¢ SP1 FR&1 HM1 HWNZ HN3 ] ] ] ] ) . e e
punto di vista molecolare e oo e q EEEEEEEEEEEE BN e . . genotipi che costltwsco.no la banca del g.ermoplasma fie.ll Ente Na2|onale.R|t5|.. .
P ioli iT-14-1288 _ FUNISAKA S EEEEEEEEEENG O EE. ) La tabella sottostante riassume, per ogni protocollo di ricerca del gene Pi di interesse, il marcatore molecolare
raggruppati in 5 famiglie ™ Lineage 2
. .. PRI FURINISHIK I e el s e e e e e > ed il controllo positivo che vengono utilizzati nell’analisi PCR
distinte. P3-1890 1 DOoODDO00DmMmeO000000000000 <§t = :
. N FR10-1288 K50 L B "R vl " inlr i inliviviviviviviviy . O
| ceppi italiani  del Fr32 1982 e e e e e e e e e e e e e e Q 2 Pi-b = o
patogeno si collocano nelle ey wios s meraes DO OO 00000 DMOO0O0OOOOOO o ,.... CEnTaarcatere Prodotto Tipo di Controllo
. .. . . PR 1893 NATO unknown A d LAl [d )[4 S (%) molecolare amplificato (bp) marcatore positivo
ceppi francesi e ::::::q NORIN 22 e Add dddddd N dEA EEEEEEE N 4 m YL153/YL154 440 bp Dominante Tequing
. —— 5 RICO 4 unknown [ dd 4 dd 44 d4d EEEEEEENE O 2 Pi-ta YL155/YL87 1086 p Dominante Tequing
portoghesi, mentre le iyl SHIN 2 peasn dddddddd4d 4 EEEEEEEN 11 pi-k" ; YL183/YL87 1087 bp Dominante Nipponbare
A FR-ZT-1351 ET1 Pt eI NEEEEE"E B N N REE B -
fam|g||e 3 e 4 sono 231991 — o COOEWEWEEEEA OO OO0 DD d @ e . pib Pibdom 365 bp Dominante Tequing
costituite esclusivamente . . y . . . Bl suscettibile [ Resistente RM208 177 bp Codominante Tequing
da ceppi ungheresi e Similarity Pi-kh RM224 139 bp Codominante Wells
- - - Figure 2. Rice bl pathogen Incage Sversly m Ewope. UPGMA phenogrim of MGRIES-Eagerprind varsion The country end year of .
spagnoli rispettivamente. =i e i Pi-z AP5655-1 220bp Codominante Zenith
AP5930 159 bp Codominante
CARATTERISTICHE DEI GENI Pi
Il gene Pi-ta Il gene Pi-b Il gene Pi-z Il gene Pi-k"
cr 12 Il gene Pi-ta & stato mappato sul cromosoma 12 nei pressi del cr 2 Il gene Pi-b codifica per un polipeptide di 1251 amminoacidi localizzato cr 6 Il gene Pi-z, originariamente identificato da Kiyosawa (1967) nella cr 11 Il gene dominante Pi-k", associato alla resistenza ai
centromero. Lallele recessivo pi-ta differisce dall’allele dominante in i nel citoplasma (Wang et al., 1999); questo gene Pi, mappato nella parte cultivar Zenith, si ritrova nelle cultivars japonica ed é stato mappato sul ceppi indiani di P. grisea & stato mappato sul braccio
posizione 918 per una sostituzione amminoacidica di una serina al finale del braccio lungo del cromosoma 2, conferisce resistenza alla s AP5930 cromosoma 6 nei pressi del centromero (Yu et al., 1991). Fjellstrom et al. lungo del cromosoma 11 (Sharma et al., 2005).
posto di un’alanina nel dominio LRR al C -terminale della proteina (Lee maggior parte dei ceppi giapponesi di P. grisea che presentano geni 0,05cM [ A:_5659 = (2006) riportano le sequenze dei primer di alcuni marcatori microsatelliti Il microsatellite RM224 ¢ stato utilizzato per

B . . 0,10cM ——F——— PI-Z a9 g q . aro . . .
L EBhints et al., 2009). —— ke Avr-Pib (Shinoda et al., 1971). 088cM — | ApEE5g -1 strettamente associati al gene (cosegreganti). I'identificazione del gene Pi-k" nella regione

[ Osma1 Il confronto tra ortologhi dell’aplotipo naturale Pi-ta ha rivelato la 2,0eM RM208 Il marcatore dominante Pibdom utilizzato per lo screening, e stato I AP5413 Nell’ottica di stabilire con maggiore accuratezza la presenza del gene Pi-z 1 RM1233 telomerica del braccio lungo del cromosoma 11; in

 YL1s3 presenza nel germoplasma di riso di un solo allele dominante Pi-ta, 0,0cM :*JPi-b / Pibdom sviluppato sulla sequenza del gene clonato (Fjellstrom et al., 2004); i si @ deciso di amplificare marcatori SSR a monte ed a valle del gene LM | o h particolare, il marcatore molecolare RM224,
- a0 Q- G q q q 0 c q - o q \ . . e . g 0,2cM — q .

4 <% &1153‘;, tipico della sottospecie indica, e di tre alleli recessivi pi-ta, caratteristici primers sono stati sintetizzati per amplificare un frammento di 365bp stesso, cosi da ovviare a possibili errori di valutazione (falsi positivi) RM224 strettamente associato al Pi-k" (0,2 cM), cosegrega
e I N YL 155 della sottospecie japonica (Jia et al., 2003). Per determinare la presenza Zoe (Wang et al., 1999). Insieme al marcatore dominante Pibdom, che non dovuti all’insorgenza di fenomeni di crossing-over nei pressi del con il gene, amplificando un frammento lungo 139 bp
,4C . . . . . e . 1 . . . o o . . . ogs . : o o « e .

1 rm7102 degli alleli Pi-ta e pi-ta nel genoma di riso attraverso la reazione a RM138 permette la determinazione dei genotipi eterozigoti, viene utilizzato il Fiellstrom et al., 2006 marcatore molecolare che portano alla perdita del gene nell’individuo. Fiellstrom et al, 2004 (Fjellstrom et al., 2004)

catena della polimerasi (PCR), sono state utilizzate le coppie di primers marcatore SSR codominante RM208 che cosegrega con il gene Pi-b, Le analisi effettuate per determinare la presenza del gene Pi-z sono

Jia et al., 2002

YL155 /YL87 e VYL153 /YL154 che amplificano
frammenti di 1086 e 440 bp dell’allele Pi-ta dominante; per l'allele
recessivo pi-ta, e stata utilizzata la coppia di primers YL183 /YL87 il cui

prodotto PCR e lungo 1087bp.

Nell'ambito del progetto Risoval «Metodiche molecolari per la valorizzazione delle varieta di riso coltivate in
Lombardia» finanziato dalla Regione Lombardia (Quaderni della Ricerca n. 123 — novembre 2010), un area di
ricerca e stata quella di utilizzare marcatori molecolari per identificare geni di resistenza a Pyricularia grisea.
Una collezione di 72 varieta di riso coltivate in Lombardia e stata studiata ed e stato effettuato uno screening
per rilevare la presenza di geni di resistenza Pi-ta, Pi-b, Pi-k"" o Pi-z all’interno del patrimonio genetico varietale.

| risultati dello screening varietale hanno dimostrato che 62 genotipi non hanno alcun gene di resistenza, mentre

10 sono in possesso di 1 o 2 geni di resistenza.

Nella collezione di 72 cultivar studiati:

* Nessuna delle varieta presenta il gene Pi-b,
* Venere possiede il gene Pi-ta,
e Artiglio i geni Pi-ta e Pi-z,

* Libero e Marte il gene Pi-k",

* Augusto, Carmen e Rodeo il gene Pi-z,
* Arsenal, Atlante e Cadet i geni Pi-k" e Pi-z.

Presso il Parco Tecnologico Padano, le 72 varieta sono state sottoposte alla fenotipizzazione per la resistenza a
Pyricularia grisea mediante infezione in vitro con ceppi fungini del patogeno IT2, IT3 e IT10, provenienti da
differenti aree geografiche italiane ed isolati da una singola spora (selezionati dalla collezione di ceppi di P.
Montpellier) al

grisea esistente presso il

CIRAD di

fine di

valutare

rispettivamente

rapidamente il

Fjellstrom et al., 2004

quelli resistenti.

classificazione di

seguito riportata, si
resistenza/suscettibilita al fungo patogeno.

amplificando un frammento PCR di 177 bp.

Brusone fogliare: classificazione sintomi

Completamente Resistente
resistente

(spot necrotici
marroni)

livello di

(nessun sintomo)

resistenza/suscettibilita dei genotipi di riso al brusone. L'inoculazione fogliare di spore di P. grisea su giovani
piantine di riso avviene in condizioni controllate di temperatura e di umidita in un’apposita camera di crescita.

Gia dopo 5 giorni di incubazione e possibile osservare sulle foglie delle piante inoculate i sintomi tipici della
malattia del brusone e discriminare rapidamente ed in modo affidabile i genotipi suscettibili da quelli resistenti.
In base ai sintomi osservati dopo circa una settimana dall’infezione e facendo riferimento alla classificazione di
seguito riportata, si puo attribuire alle varieta un determinato grado di resistenza/suscettibilita al fungo

patogeno.
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3 4 5
Parzialmente Suscettibile Altamente
resistente suscettibile

(tipiche lesioni da
brusone) (lesioni completamente
grigie — nessun bordo

marrone)

(spot marroni e
lesioni grigie)

- Lee et al., 2009. Genetics: 183: 1315-1325

Gia dopo 5 giorni di incubazione e possibile osservare sulle foglie delle piante inoculate i sintomi tipici
della malattia del brusone e discriminare rapidamente ed in modo affidabile i genotipi suscettibili da

In base ai sintomi osservati dopo circa una settimana dall’infezione e facendo riferimento alla
puo attribuire alle varieta un determinato grado di

Nelle tabella e nel dendrogramma seguenti vengono presentati i risultati della fenotipizzazione a
seguito delle inoculazioni effettuate con i tre ceppi di Pyricularia grisea 1T2, IT3 e IT10.
La presenza dei geni di resistenza viene confermata dagli esiti della fenotipizzazione, dimostrando una
correlazione tra la presenza di un determinato geni Pi e la resistenza al patogeno.

- Marchetti et al., 1987. Phytopathology. 77: 799-804

- McClung, 2002. In C.W. Smith and R.H. Dilday (ed) Rice: Origin, history, technology and production. John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, p. 177-202.
- Ou, 1985. Commonwealth Agricultural Bureaux, Farnham, UK pp 109-185
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