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L’ascomicete Pyricularia grisea (Cooke) Saccardo è l’agente patogeno responsabile del brusone, la più grave patologia fungina del riso. 
L’identificazione  di geni di resistenza in grado di contrastare il patogeno è un valido strumento da considerare nei programmi di breeding. 

I geni di resistenza Pi-ta, Pi-b, Pi-kh e Pi-z conferiscono completa o parziale resistenza ai ceppi di Pyricularia grisea presenti in Italia. 
L’inserimento, mediante incrocio, di uno o più geni Pi (gene pyramiding) consente l’ottenimento di varietà 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 patogeno Pyricularia grisea e la sua incidenza sulla coltivazione del riso 

Il microrganismo responsabile 
della patologia è 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 

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 necessità 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 l'acido alfa-picolinico, causa 
un’alterazione della permeabilità differenziale delle membrane cellulari, con 
conseguente diminuzione della reattività cellulare (Ou, 1985).  
Da un punto di vista funzionale, l’invasione dei meristemi e dei parenchimi delle 
foglie e del culmo da parte di Pyricularia e l’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. 

Suscettibilità varietale 
Le varietà di riso presentano un diverso grado di resistenza al brusone e possono quindi 
essere distinte in varietà geneticamente resistenti e varietà suscettibili all'invasione del 
fungo. Diversi fattori sia di tipo abiotico sia biotico influenzano la sensibilità varietale. 
Un ruolo importantissimo è 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 varietà 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 tossicità. 

Suscettibilità varietale 

I geni di resistenza a Pyricularia grisea  

GRUPPO 1 2 5 

RAZZE IT10 IT14 IT16 IT2 IT6 IT3 IT11 IT20 IT21 IT22 

C
R

O
M

O
SO

M
A

 

12           Pi-ta         G
EN

I D
I R

ESISTEN
ZA

 

2           Pi-b         

6         Pi-z         

11       Pi-kh         

Conidio di Pyricularia grisea 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) 

A B C 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 umidità 
favorevoli al patogeno  

Ciclo di infezione di Pyricularia grisea (Ribot et al., 2008) 

Basi genetiche della resistenza 
La cosiddetta “resistenza dell’ospite”, o resistenza verticale, è quella espressa da un genotipo, appartenente ad una specie ospite, 
normalmente suscettibile ad una specifica razza del patogeno. La resistenza dell’ospite è 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 è 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 (patogenicità) al patogeno, si 
contrappone, nella pianta ospite, un gene di resistenza al patogeno. 

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

11 sono stati clonati e caratterizzati 
a livello molecolare  

LRR (Leucine-Rich Repeat) Determina la specificità dell’interazione 
con i geni Avr corrispondenti 

NBS (Nucleotide-Binding Site) Trasduzione del segnale 

CODIFICANO 

Proteine NBS-LRR, 
citoplasmatiche transmembrana 
implicate nel riconoscimento dei 
patogeni e nell’attivazione di 
sistemi di difesa in pianta 

Pi 

Avr-Pi 

Fonte: Ballini et al. MPMI Vol. 21, No. 7, 2008, pp. 859–868 
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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 è stata evidenziata sulla loro mappa fisica la posizione di 4 geni Pi di 
interesse: Pi-ta, Pi-b, Pi-z e Pi-kh 
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Il “gene-pyramiding” è il processo di combinazione simultanea di più geni in un singolo 
genotipo. Ciò è possibile attraverso il breeding convenzionale, ma risulta estremamente 
difficile o impossibile nelle prime fasi della selezione. Attraverso l’uso della selezione 
fenotipica tradizionale, ogni genotipo deve essere fenotipicamente valutato per tutti i caratteri 
ricercati. Pertanto, può essere molto difficile verificare la presenza del carattere di interesse in 
certe popolazioni (ad esempio F2) soprattutto se l’analisi del carattere di interesse prevede la 
distruzione del materiale genetico in osservazione. I marcatori molecolari possono facilitare la 
selezione in quanto i saggi molecolari non risultano distruttivi, richiedono poco materiale 
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 più 
diffusa per il “gene pyramiding” è 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 F2 alla ricerca degli individui interessanti. La 
fenotipizzazione per la resistenza ai ceppi della malattia richiede per la stessa linea due 
inoculazioni diverse: una con il ceppo 1 e l’altra con il ceppo 2. Per ogni inoculazione vengono 
selezionate le linee che hanno manifestato la resistenza, ma nel caso di una resistenza 
dominante, un individuo eterozigote non manifesterebbe fenotipicamente  la presenza 
dell’allele recessivo. 

SAM applicata ai geni Pi 

Invece, attraverso l’uso di marcatori molecolari, ognuno strettamente correlato alla presenza di un gene di resistenza ai ceppi del patogeno, può 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. 

Il gene Pi-ta è stato mappato sul cromosoma 12 nei pressi del 
centromero. L’allele recessivo pi-ta differisce dall’allele dominante in 
posizione 918 per una sostituzione amminoacidica di una serina al 
posto di un’alanina nel dominio LRR al C -terminale della proteina (Lee 
et al., 2009).  
Il confronto tra ortologhi dell’aplotipo naturale Pi-ta ha rivelato la 
presenza nel germoplasma di riso di un solo allele dominante Pi-ta, 
tipico della sottospecie indica, e di tre alleli recessivi pi-ta, caratteristici 
della sottospecie japonica (Jia et al., 2003). Per determinare la presenza 
degli alleli Pi-ta e pi-ta nel genoma di riso attraverso la reazione a 
catena della polimerasi (PCR), sono state utilizzate le coppie di primers 
YL155 /YL87 e YL153 /YL154 che amplificano rispettivamente 
frammenti di 1086 e 440 bp dell’allele Pi-ta dominante; per l’allele 
recessivo pi-ta, è stata utilizzata la coppia di primers YL183 /YL87 il cui 
prodotto PCR è lungo 1087bp. 
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Il gene Pi-b codifica per un polipeptide di 1251 amminoacidi localizzato 
nel citoplasma (Wang et al., 1999); questo gene Pi, mappato nella parte 
finale del braccio lungo del cromosoma 2, conferisce resistenza alla 
maggior parte dei ceppi giapponesi di P. grisea che presentano geni 
Avr-Pib (Shinoda et al., 1971). 
Il marcatore dominante Pibdom utilizzato per lo screening, è stato 
sviluppato sulla sequenza del gene clonato (Fjellstrom et al., 2004); i 
primers sono stati sintetizzati per amplificare un frammento di 365bp 
(Wang et al., 1999). Insieme al marcatore dominante Pibdom, che non 
permette la determinazione dei genotipi eterozigoti, viene utilizzato il 
marcatore SSR codominante RM208 che cosegrega con il gene Pi-b, 
amplificando un frammento PCR di 177 bp. 
 

Il gene Pi-z, originariamente identificato da Kiyosawa (1967) nella 
cultivar Zenith, si ritrova nelle cultivars japonica ed è stato mappato sul 
cromosoma 6 nei pressi del centromero (Yu et al., 1991). Fjellstrom et al. 
(2006) riportano le sequenze dei primer di alcuni marcatori microsatelliti 
strettamente associati al gene (cosegreganti). 
Nell’ottica di stabilire con maggiore accuratezza la presenza del gene Pi-z 
si è deciso di amplificare marcatori SSR a monte ed a valle del gene 
stesso, così da ovviare a possibili errori di valutazione (falsi positivi) 
dovuti all’insorgenza di fenomeni di crossing-over nei pressi del 
marcatore molecolare che portano alla perdita del gene nell’individuo. 
Le analisi effettuate per determinare la presenza del gene Pi-z sono 
condotte utilizzando i marcatori AP5659-1 e AP5930 che amplificano 
rispettivamente frammenti PCR di 220 e 159 bp. 
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Il gene dominante Pi-kh, associato alla resistenza ai 
ceppi indiani di P. grisea è stato mappato sul braccio 
lungo del cromosoma 11 (Sharma et al., 2005). 
Il microsatellite RM224 è stato utilizzato per 
l’identificazione del gene Pi-kh nella regione 
telomerica del braccio lungo del cromosoma 11; in 
particolare, il marcatore molecolare RM224, 
strettamente associato al Pi-kh (0,2 cM), cosegrega 
con il gene, amplificando un frammento lungo 139 bp 
(Fjellstrom et al., 2004) 
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CARATTERISTICHE DEI GENI Pi 

Il gene Pi-ta Il gene Pi-b Il gene Pi-z Il gene Pi-kh 

Resistenza a P. grisea 

IT03 

IT10 

IT02 

Pi-ta 

Pi-ta e Pi-z  

Pi-kh  

Pi-z  

Pi-kh e Pi-z  

Geni di resistenza 

< 5 % 

< 21 % 

> 26 % 

21 -  26 % 

Contenuto in amilosio 

1 

2 

3 

4 

ID Varietà IT02 IT10 IT03 ID Varietà IT02 IT10 IT03

1 Aiace 4 2 2 37 Giano 1 1 1

2 Albatros 4 2 3 38 Gladio 3 1 2

3 Apollo 1 2 2 39 Karnak 2 4 3

4 Arborio 3 1 3 40 Koral 2 1 2

5 Argo 1 1 2 41 Libero 1 1 1

6 Ambra 3 1 1 42 Lido 4 1 3

7 Ariete 3 1 1 43 Loto 1 1 1

8 Arpa 3 1 1 44 Marte 1 2 1

9 Artemide 3 2 3 45 Nembo 1 1 2

10 Artiglio 1 1 1 46 Padano (Bahia) 2 1 2

11 Asso 4 1 3 47 Perla 1 2 1

12 Augusto 3 1 1 48 Poseidone 2 1 2

13 Baldo 3 3 1 49 Rodeo 2 2 2

14 Balilla 4 1 2 50 Roma 4 2 3

15 Bianca 4 1 2 51 S. Andrea 1 1 1

16 Bravo 4 3 3 52 Savio 1 1 2

17 Brio 2 4 2 53 Scirocco 1 1 1

18 Cadet 1 1 2 54 Scudo 1 1 1

19 Carmen 2 1 2 55 Selenio 1 1 2

20 Carnaroli 4 2 3 56 SIS R215 3 1 1

21 Castelmochi 2 2 1 57 Sprint 4 1 1

22 Centauro 2 2 3 58 Tea 4 1 3

23 CR LB1 4 2 1 59 Tejo 3 2 4

24 Creso 1 1 2 60 Thaibonnet 2 2 2

25 Cripto 2 4 3 61 Atlante 2 2 1

26 Delfino 2 1 3 62 Tosca 2 4 3

27 Elba 5 1 3 63 Ulisse 2 3 3

28 Elio 1 1 2 64 Venere 1 2 3

29 Ellebi 1 1 2 65 Vialone Nano 5 2 3

30 Eolo 2 1 2 66 Volano 4 1 4

31 Ercole 5 3 2 67 Opale 2 1 2

32 Eurosis 3 2 2 68 Luxor 4 1 2

33 Flipper 2 1 2 69 Carnise 3 1 2

34 Fragrance 1 2 2 70 Carnise precoce 3 1 3

35 Galileo 4 2 2 71 Arsenal 1 1 1

36 Gange 1 1 1 72 Samba 1 1 1

1. Completamente resistente 
2. Resistente 
3. Parzialmente resistente 
4. Suscettibile 
5. Altamente suscettibile 

CLASSIFICAZIONE SINTOMI 

Venere  Pi-ta 

Artiglio Pi-ta e Pi-z  

Libero e Marte Pi-kh  

Augusto, Carmen e Rodeo Pi-z  

Arsenal, Atlante e Cadet Pi-kh e Pi-z  

PRESENZA GENI Pi 

1 
Completamente  
resistente  

(nessun sintomo) 

4 
Suscettibile  

(tipiche lesioni da 
brusone) 

2 
Resistente  

(spot necrotici 
marroni) 

3 
Parzialmente 
resistente  

(spot marroni e 
lesioni grigie)  

5 
Altamente suscettibile   

(lesioni completamente 
grigie – nessun bordo 
marrone) 

Brusone fogliare: classificazione sintomi  

Nell’ambito del progetto Risoval «Metodiche molecolari per la valorizzazione delle varietà di riso coltivate in 
Lombardia» finanziato dalla Regione Lombardia (Quaderni della Ricerca n. 123 – novembre 2010), un area di 
ricerca è stata quella di utilizzare marcatori molecolari per identificare geni di resistenza a Pyricularia grisea. 
Una collezione di 72 varietà di riso coltivate in Lombardia è stata studiata ed è stato effettuato uno screening 
per rilevare la presenza di geni di resistenza Pi-ta, Pi-b, Pi-kh o Pi-z all’interno del patrimonio genetico varietale. 
I 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 varietà presenta il gene Pi-b, 
• Venere possiede il gene Pi-ta, 
• Artiglio i geni Pi-ta e Pi-z, 
• Libero e Marte il gene Pi-kh, 
• Augusto, Carmen e Rodeo il gene Pi-z, 
• Arsenal, Atlante e Cadet i geni Pi-kh e Pi-z. 

 
Presso il Parco Tecnologico Padano, le 72 varietà 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. 
grisea esistente presso il CIRAD di Montpellier) al fine di valutare rapidamente il livello di 
resistenza/suscettibilità 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 umidità in un’apposita camera di crescita. 
Già dopo 5 giorni di incubazione è 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 può attribuire alle varietà un determinato grado di resistenza/suscettibilità al fungo 
patogeno. 

Nelle tabella e nel dendrogramma seguenti vengono presentati i risultati della fenotipizzazione a 
seguito delle inoculazioni effettuate con i tre ceppi di Pyricularia grisea IT2, 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. 

Gene
Marcatore 

molecolare

Prodotto 

amplificato (bp)

Tipo di

marcatore

Controllo 

positivo

YL153/YL154 440 bp Dominante Tequing

YL155/YL87 1086 p Dominante Tequing

YL183/YL87 1087 bp Dominante Nipponbare

Pibdom 365 bp Dominante Tequing

RM208 177 bp Codominante Tequing

  Pi-k h RM224 139 bp Codominante Wells

AP5659-1 220 bp Codominante

AP5930 159 bp Codominante

Pi-ta

Pi-b

Pi-z Zenith

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) 
• Pi-z riconosce il gene di avirulenza Avr-Piz (Marchetti et al., 1987; McClung, 2002; Fjellstrom et al., 2006) 

Pertanto dopo un’accurata ricerca bibliografica volta ad acquisire articoli scientifici relativi all’uso di marcatori 
molecolari per l’individuazione dei geni di resistenza di interesse, sono state perfezionate delle metodiche 
analitiche in grado di rilevare in modo inequivocabile la presenza di uno o più geni di resistenza all’interno dei 
genotipi che costituiscono la banca del germoplasma dell’Ente Nazionale Risi.  
La tabella sottostante riassume, per ogni protocollo di ricerca del  gene Pi di interesse,  il marcatore molecolare 
ed il controllo positivo che vengono utilizzati nell’analisi PCR. 
 

In seguito ad un saggio di patogenicità con i 41 ceppi del patogeno su varietà 
differenziali, di cui è nota la presenza del/i gene/i Pi nel genoma, si è concluso 
che i geni Pi-ta e Pi-b determinano resistenza completa ai ceppi italiani 
considerati, mentre Pi-z e Pi-kh mostrano resistenza a tutti i ceppi tranne IT10 e 
IT14 rispettivamente. 

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

suscettibile Resistente 

In uno studio di Roumen et 
al. (1997), 41 ceppi di 
Pyricularia grisea raccolti 
in diversi anni su cultivar di 
riso differenti, provenienti 
da cinque paesi europei 
(Francia, Spagna, Ungheria, 
Portogallo e Italia) sono 
stati caratterizzati dal 
punto di vista molecolare e 
raggruppati in 5 famiglie 
distinte.  
I ceppi italiani del 
patogeno si collocano nelle 
famiglie 1, 2 e 5 insieme a 
ceppi francesi e 
portoghesi, mentre le 
famiglie 3 e 4 sono 
costituite esclusivamente 
da ceppi ungheresi e 
spagnoli rispettivamente. 

Ceppi ungheresi 

Ceppi spagnoli 

Già dopo 5 giorni di incubazione è 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 può attribuire alle varietà un determinato grado di 
resistenza/suscettibilità al fungo patogeno. 
 

1 
Completamente  
resistente  

(nessun sintomo) 

4 
Suscettibile  

(tipiche lesioni da 
brusone) 

2 
Resistente  

(spot necrotici 
marroni) 

3 
Parzialmente 
resistente  

(spot marroni e 
lesioni grigie)  

5 
Altamente 
suscettibile   

(lesioni completamente 
grigie – nessun bordo 
marrone) 

Brusone fogliare: classificazione sintomi  
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