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RIASSUNTO

La produzione risicola italiana sta raggiungendo traguardi molto importanti: l’Italia copre il 50% del fabbisogno dei Paesi comunitari ed è il primo esportatore europeo verso i Paesi extracomunitari. Nel territorio nazionale i principali produttori sono Piemonte e Lombardia, che dedicano a questa coltura 220.000 ettari di terreno sui 238.000 complessivi presenti in tutta Italia. La più importante borsa del riso si trova proprio in Piemonte, a Vercelli, la cosiddetta “capitale del riso” italiana. 
Il bakanae, una delle più note malattie che colpiscono il riso (Oryza sativa L.), sta causando sempre maggiori perdite alle coltivazioni italiane. Per molti anni non ha rappresentato un problema grazie alla concia delle sementi, la quale era in grado di garantire ottimi risultati riducendo o eliminando il problema dalle nostre risaie. Purtroppo negli ultimi anni l’uscita dal mercato di alcuni principi attivi (tra cui il carbendazim) ha determinato un incremento preoccupante della malattia. Le ditte sementiere si sono viste costrette ad utilizzare trattamenti di concia non eradicanti con un conseguente aumento della diffusione dell’epidemia.

La malattia si manifesta già nelle prime fasi della crescita vegetativa con sintomi di nanismo o di piante con aspetto clorotico, sottili e allungate che muoiono nelle prime fasi vegetative. Nella maggior parte dei casi le piante infette si allungano in modo anormale, fioriscono precocemente e producono pannocchie sterili. In altri casi, il sintomo si evidenzia durante la fioritura e la maturazione lattea quando le piante presentano altezza normale, apparato radicale malformato, presenza di radici avventizie ai nodi basali e infiorescenze sterili. Nelle piante morte si può osservare alla base dei culmi lo sviluppo del micelio fungino di colore bianco-rosa salmone. 
Lo sviluppo dei sintomi dipende dal ceppo infettante e da condizioni ambientali come temperatura e umidità. Spesso all’agente causale principale possono essere associate altre specie fungine determinando un incremento o una diversificazione della sintomatologia (allungamento dello stelo, lesioni su foglia e guaina, sterilità della pannocchia, marciume di radice e corona, marciume del piede, moria dei germinelli, allettamento). Proprio la possibile presenza di più specie associate ad una malattia fa sì che il solo approccio morfologico non permetta la corretta caratterizzazione del patogeno.
Conoscere la distribuzione della popolazione di Fusarium spp. nelle risaie del Nord Italia può costituire un buon elemento di partenza per mettere a punto strategie di contenimento nei confronti del bakanae.

Centocinquantasette ceppi di Fusarium spp. sono stati ottenuti a partire da tessuti di riso infetti (centodieci) e da semi di riso (quarantasette) di diverse varietà prelevate dal campo sperimentale  e dai rilievi effettuati in dieci campi nelle province di Novara, Vercelli e Pavia per monitorare l’incidenza della malattia nella stagione 2009.

Una prima classificazione morfologica degli isolati basata sull’analisi della forma e del colore delle colonie, del tipo di micelio e sull’osservazione al microscopio dei conidi, ha permesso di classificare i ceppi come specie appartenenti al genere Fusarium. 

E’ stata effettuata un’ulteriore analisi molecolare basata sull’amplificazione del gene TEF per differenziare le diverse specie di Fusarium isolate, usando i primer specifici ef-1/ef-2. L’amplicone di 680 pb ottenuto è stato sequenziato. Le sequenze ottenute sono state utilizzate sia per identificare gli isolati mediante confronto con la banca dati dell’NCBI HYPERLINK e di FUSARIUM-ID (analisi BLASTn) col fine di accertare la specie di appartenenza del frammento, sia per costruire un dendrogramma per valutare in modo univoco le relazioni filogenetiche esistenti tra le diverse specie di Fusarium identificate. 
Dei centodieci ceppi di Fusarium spp. ottenuti da tessuto, novantotto (87%) sono risultati F.fujikuroi e dodici (13%) F. oxysporum. L’identificazione dei quarantotto campioni da seme ha rivelato che F. fujikuroi è sempre la specie più abbondante (trentasei campioni, 85%), ma è stato possibile osservare la presenza di un maggior numero di specie rispetto a  quanto osservato da tessuto: F. graminearum, F. proliferatum, F. andiyazi, F. verticillioides, F. equiseti.

Tra le specie isolate da seme sono incluse F. proliferatum e F. verticillioides appartenenti al Gibberella fujikuroi species complex, importanti patogeni del mais e F. graminearum, appartenente al complesso Gibberella zeae nonché la principale causa di contaminazione da deossinivalenolo del frumento. Queste altre specie possono interagire in qualche modo con il patogeno andando a incrementare la gravità dei sintomi, o possono essere considerate come specie saprofite o epifite.

I dati ottenuti su F. fujikuroi confermano quelli ottenuti negli anni precedenti dimostrando che è sicuramente l’agente causale del bakanae sul riso. I dati molecolari sono stati anche associati a quelli di patogenicità che hanno confermato che i classici sintomi di bakanae sono rilevabili solo su piante di riso sviluppatesi a partire da semi inoculati con F. fujikuroi.
RIASSUNTO IN INGLESE

The Italian rice production is reaching very important goals: Italy covers 50% of the European countries’ requirements and is first among European exporters outside the EU.
In the whole national area, Piedmont and Lombardy are the main producers, devoting to this crop 220,000 hectares of the 238,000 spread throughout Italy. The largest market of rice is located just in Piedmont, Vercelli, the Italian so-called "rice capital" .

The bakanae, one of the major diseases affecting rice (Oryza sativa L.), is causing increasing losses to Italian crops. For many years, bakanae has not been considered as a problem, thanks to a particular seed treatment which was able to ensure good results by reducing or eliminating the problem at all from the fields. Unfortunately, the exit from the market in late years of some active ingredients (including carbendazim) resulted in a worrying increase in the disease. The seed companies found themselves forced not to use eradication treatments, with the consequent increase in the spread of the epidemic.

The disease already occurs at an early stage of the vegetative growth, with symptoms of dwarfism or in plants with chlorotic appearance, looking thin and elongated and dying in the early vegetative stages. In most cases the infected plants elongate in an abnormal way, bloom earlier and produce sterile panicles. In other cases the symptom becomes evident during the flowering and milk maturity, when the plants have normal height but malformed roots, with the presence of adventitious roots at the basal nodes and sterile inflorescences. In dead plants the development of fungal mycelium can be seen at the base of the tiller, colored of white-pink salmon.
The development of symptoms depends on the infecting strain and on environmental conditions such as temperature and humidity. Often the main causal agent may be associated with other fungal species leading to an increase or a diversity in symptoms (elongation of the stem, lesions of leaves and sheath, sterility of the panicle, root and crown’s rot, foot rot, death of sprouts, enticement). The very presence of more species that can be associated with a disease make it so that the only morphological approach does not allow the proper characterization of the pathogen.

Understanding the distribution of  Fusarium’s population in rice fields may be the starting point to discover new control strategies of bakanae. 

Five hundred and seven strains of Fusarium spp. were obtained from infected tissues of rice (one hundred and ten) and rice seeds (forty-seven) of different varieties taken from the experimental field and from the surveys carried out in ten fields in Novara, Vercelli and Pavia provinces to monitor the incidence of the disease during 2009.

An initial morphological classification of the isolates species and strains based on the analysis of shape, color of the colonies, type of the mycelium and microscopic observation of conidia, allowed to classify them as part of the genus Fusarium.

Through the specific primers ef-1/ef-2 it was performed a further molecular analysis based on the amplification of the TEF gene to differentiate the various isolated species of Fusarium. The obtained amplicon of 680 bp was sequenced. The sequences obtained were used both to identify isolates by comparison with the database of NCBI HYPERLINK and FUSARIUM-ID (BLASTn analysis) in order to verify the species belonging to the fragment, and to construct a dendrogram to assess single phylogenetic relationship between the various Fusarium species thus identified. 

Of the one hundred and ten strains of Fusarium obtained from tissue, ninety-eight (87%) were F.fujikuroi and twelve (13%) were F. oxysporum. The identification of the forty-eight seed samples showed that F. fujikuroi is always the largest species (thirty-six champions, 85%), but it’s possible to observe the presence of more species than those observed by tissue: F. graminearum, F. proliferatum, F. andiyazi, F. verticillioides, F. equiseti. Among the species isolated from seed we can find, too, F. proliferatum and F. verticillioides, that belong to the Gibberella fujikuroi species complex and are important pathogens of corn, and F. graminearum, whose teleomorph is  Gibberella zeae, and is the main cause of the deoxinivalenolo contamination in wheat. These other species may interact in some ways with the disease increasing the severity of symptoms, or may be considered as saprophytic or epiphytic species.

The data obtained from F. fujikuroi confirm the ones already obtained in previous years, definitely proving it to be the causal agent of rice bakanae. The molecular data were matched to pathogenic data confirming that the classic symptoms of bakanae are detectable only on rice plants developed from seeds inoculated with F. fujikuroi.
