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CRA - Istituto Sperimentale per la Cerealicoltura di Bergamo

La Sezione di Bergamo del CRA - Istituto Sperimentale per la Cerealicoltura svolge attivita di
miglioramento genetico e delle tecniche colturali del mais attraverso ricerche sia di base che
applicate. Gli studi in corso sono volti ad affrontare le problematiche agronomiche, la scelta
varietale, il miglioramento genetico, la fisiologia della produzione, la genetica formale e quantitativa,
la genetica biochimica, fisiologica e cellulare e la biologia molecolare.

Parco Tecnologico Padano

Il Parco Tecnologico Padano (PTP) nasce nel 2000 su iniziativa della Giunta Regione lombarda
e con il supporto degli Enti Territoriali lodigiani. Raccogliendo attorno a sé una forte presenza
universitaria, centri di ricerca privati, un incubatore di impresa di 2000 mq e un business park,
oggi € un motore di sviluppo per il territorio lodigiano e lombardo e si candida a diventare il
cluster agrobiotecnologico del Sud-Europa. Al suo interno opera il CERSA (Centro Ricerche
e Studi Agroalimentari) che svolge ricerche genomiche per ottenere colture e animali piu sani.

Hylobates Consulting S.r.l.

Dal 2003, Hylobates lavora con aziende alimentari e biotecnologiche per portare al mercato
prodotti sicuri. Lattivita di consulenza e fondata su un continuo e consistente investimento
nella ricerca. In biosicurezza siamo concentrati sulla capacita di analizzare il rischio e di gestirlo,
di effettuare studi statistici, piani di campionamento, di coesistenza e di controllo, e sulla
consulenza regolamentare.Tra i nostri obiettivi di ricerca vi € lo sviluppo di soluzioni e programmi
predittivi per la coesistenza.

CEDAB

Il CEDAB (Centro di Documentazione sulle Agrobiotecnologie), con sede a Milano, nasce con
I'obiettivo di promuovere e diffondere I'informazione scientifica ed economica relativa all'impiego
delle biotecnologie in agricoltura. L'attivita del centro € finanziata attraverso CroplLife, associazione
non governativa con sede a Bruxelles, dalle principali societa operanti a livello mondiale nel
settore delle scienze della vita.




Sintesi

In tema di coesistenza la coltura piu rilevante nel contesto italiano € il mais, sia per la sua
capacita di diffondere il polline sia perché, con i suoi 1,2 milioni di ettari, rappresenta il 7,7%
della superficie agricola nazionale. Meno rilevanti sono colza, che interessa meno di 3.000 ha,
e soia, la quale, sebbene investa circa 150.000 ha, € una specie autogama che si autofeconda a
fiore ancora chiuso.

Il presente studio nasce allo scopo di integrare e verificare, nel contesto agricolo padano, le
conoscenze disponibili in tema di coesistenza per la coltura mais, ottenendo allo stesso tempo
risultati che possano contribuire al know how generale sul comportamento del flusso genico.
In particolare sono stati analizzati:

|.L’andamento del flusso genico nel mais nel contesto padano;

2. L'efficacia relativa di alcuni strumenti agronomici per il suo contenimento tra cui:'adozione
di distanze di separazione tra le colture; I'utilizzo di file di mais “barriera” (buffer) che
ostacolano il flusso pollinico; 'uso di varieta con epoche di fioritura non coincidenti.

A tal fine sono state messe a punto 4 diverse tipologie di campi sperimentali che hanno coinvolto
circa 40 ettari distribuiti in diversi contesti della Pianura Padana.

| risultati ottenuti indicano che il flusso genico, in condizioni ottimali, scende al di sotto della
soglia critica dello 0,9% ad una distanza dalla fonte di polline di 17,5 metri e al di sotto dello
0,5% a 30 metri. Per scendere al di sotto dello 0,1% sono invece necessarie distanze superiori
ai 100 metri.

Tra gli accorgimenti disponibili per limitare il flusso genico si sono rivelati particolarmente
efficaci:

I.Puso di zone buffer (15 m, pari a 21 file di mais, consentono di mantenere la commistione
al di sotto dello 0,9% in campi riceventi di profondita superiore ai 10 metri) e

2. 'uso di varieta con epoche di fioritura non coincidenti (sfasature di fioritura superiori
ai 7 giorni di per sé minimizzano la commistione tra le colture, mentre sfasature nell’ordine
dei 4-6 giorni sono comunque in grado di ridurla significativamente).

Meno efficace I'uso di spazi aperti tra le colture che risultano funzionali in assenza di vento o
quando presentano dimensioni rilevanti (>30 m).

Nella presente sperimentazione sono state adottate varieta omozigoti per il carattere marcatore
(100% del polline presenta i geni marcatori), i valori illustrati rappresentano pertanto un flusso
genico sovrastimato se riferito a varieta eterozigoti, dove solo il 50% del polline presenta i geni
marcatori (si veda il caso delle varieta OGM oggi in commercio).




Introduzione

Il Contesto Mondiale

Dalla loro introduzione nel 1996 la coltivazione di colture geneticamente modificate (OGM)
a livello mondiale € costantemente aumentata superando nel 2005 i 90 milioni di ettari, una
superficie pari a circa 6 volte la superficie agricola
italiana. Sono quattro per ora le colture maggior-
mente interessate da questa innovazione tecnolo-
gica: soia, mais, cotone e colza. Da sole esse rap-
presentano il 99% della superficie coltivata a OGM
a livello mondiale (ISAAA). Nonostante non siano
ancora molto diffusi in Europa (attualmente sono
coltivati in Spagna, Germania, Francia, Repubblica
Ceca e Portogallo) ¢ da attendersi che nei prossimi
anni, con il completamento del panorama nor-
mativo comunitario, gli OGM vengano impiegati
in modo significativo anche nel contesto agricolo comunitario.

Figura I. Diffusione a livello mondiale degli OGM nel 2005 (Fonte: ISAAA).

Il Panorama Normativo Comunitario

La Commissione Europea, per rispondere alle istanze di produttori agricoli e consumatori, ha
adottato un approccio fortemente precauzionale in tema di OGM richiedendo, prima della loro
autorizzazione, una preventiva valutazione del rischio ed autorizzandoli solo nei casi in cui questi
non inseriscano nel contesto agricolo e sanitario rischi aggiuntivi rispetto alle correnti varieta
(Direttiva 2001/18). La Commissione ha sottolineato in diverse occasioni la necessita di pre-
disporre anche piani di coesistenza tra i diversi sistemi produttivi (convenzionale, transgenico,
biologico), al fine di assicurare non solo la sicurezza delle produzioni, ma anche la liberta, per
produttori agricoli e consumatori, di scegliere cosa coltivare od acquistare.

| documenti di riferimento a livello comunitario sono in particolare due: la Comunicazione
“Scienze della Vita e Biotecnologie. Una Strategia per 'Europa” del 2002 (Azione 17);e la
Raccomandazione n.556 del 2003. In questo ultimo documento vengono identificati i criteri
che dovrebbero essere adottati dagli Stati membri nel definire le linee guida per la convivenza
tra i sistemi agricoli.Tra i punti piu rilevanti si afferma che “le strategie e le migliori pratiche
devono essere elaborate e attuate a livello nazionale o regionale, con la partecipazione attiva
degli agricoltori e degli altri soggetti interessati e tenendo conto di fattori nazionali e regionali.”
Questo rende necessario, per le Istituzioni e i vari attori del comparto agricolo, il disporre di
dati tecnici specifici che consentano di definire le strategie e le migliori pratiche per consentire
la coesistenza o, eventualmente, per vietarla.Anche la stessa decisione di creare aree OGM-free
deve essere sostenuta da dati sperimentali e “dovra - sempre secondo la Raccomandazione
Europea - essere presa in considerazione esclusivamente nel caso in cui non sia possibile
conseguire un livello sufficiente di purezza con altri mezzi.Tali misure dovranno essere giustificate




separatamente per ciascuna coltura e ciascun tipo di produzione”, inoltre “occorre evitare che
esse siano piu rigide del necessario per garantire che i residui accidentali di OGM si mantengano
al di sotto delle soglie di tolleranza fissate dalla normativa comunitaria”.

Il Panorama Normativo Nazionale

Allinterno di questo quadro di riferimento internazionale, I'ltalia, con la legge nazionale n.5/2005
ha messo a punto un “quadro normativo minimo per la coesistenza tra le colture transgeniche
(-..) e quelle convenzionali e biologiche, al fine di non compromettere la biodiversita dell'ambiente
naturale e di garantire la liberta di iniziativa economica, il diritto di scelta dei consumatori e
la qualita e la tipicita della produzione agroalimentare nazionale.” Tale atto normativo prevede
che i piani di coesistenza siano preparati dalle Regioni (art.4) con provvedimenti che garantiscano
la collaborazione degli enti territoriali locali, sulla base dei principi di sussidiarieta, differenziazione
ed adeguatezza e che si collochino all’'interno delle linee guida predisposte, sulla base delle
migliori conoscenze scientifiche disponibili, dal “Comitato consultivo in materia di coesistenza
tra colture transgeniche, convenzionali e biologiche” (art.7).

Il Significato Operativo della Coesistenza

Come gia accennato, la coesistenza ha attinenza, da un lato, con il potenziale impatto economico
della commistione tra colture OGM o non OGM e, dall‘altro, con l'individuazione di misure che
minimizzino il rischio di tali commistioni ed i costi di gestione.

La coesistenza di diverse filiere di produzione non € una novita in agricoltura. | produttori di
sementi, ad esempio, vantano una lunga esperienza in fatto di pratiche di gestione agricola atte
a garantire la purezza delle sementi. Un altro esempio di separazione tra diverse linee di
produzione agricola & costituito dal granturco dentato destinato all'alimentazione degli animali,
che nell'ambito dell'agricoltura europea ¢ coesistito senza difficolta con vari tipi di granturco
speciale coltivato per il consumo umano e il granturco ceroso destinato all'industria dell'amido.

In tali casi i flussi di prodotto vengono “canalizzati” attraverso filiere separate (“identity preserved”)
finalizzate a minimizzare le commistioni dei prodotti e al rispetto degli standard commerciali.
In questo contesto, 'adozione di limiti o soglie di tolleranza per la presenza accidentale e
elemento “strutturale” di un sistema di produzione agricola differenziato e di un mercato
segmentato. Il posizionamento delle soglie di tolleranza & direttamente responsabile dei costi,
della convenienza ed infine della fattibilita stessa di un’agricoltura “coesistente”.

Gli strumenti per la gestione dei punti critici di produzione che consentono il realizzarsi di
sistemi coesistenti necessitano di una precisa conoscenza del sistema di riferimento sia a livello
di campo che di trasformazione del prodotto. E perd necessario disporre di dati empirici
sperimentali che identifichino le “fonti” della presenza accidentale di materiale non voluto.




In particolare, deve essere stimato correttamente il contributo alla “contaminazione” di ciascuna
fase di lavorazione, cosi come la presenza di “impurita” nelle sementi utilizzate, il livello di
impollinazione incrociata, la presenza di piante “volontarie” da colture precedenti e I'effetto
dei processi di raccolta-ammassamento-condizionamento e redistribuzione delle diverse
commodities agricole.

Fonti di “Contaminazione” Colza Barbabietola da zucchero
(completamente fertile)
0.5%

Semi 0.3% 0.3%

Semina 0% 0% 0%
Coltivazione 0% 0% 0%
Impollinazione da campi OGM 0.2% 0.2% 0%
Spontanee (anno prec.) 0.2% 0% 0.05%
Raccolto 0.01% 0.01% 0.01%
Trasporto 0.05% 0.01% 0.01%
Conservazione 0.05% 0.05% 0.1%
% finale 0.81% 0.57% 0.67%

Tabella 1. Fonti di commistione per le principali colture. (Fonte: UE SCP - Marzo 2001).

Coesistenza nel Contesto Italiano

Nel contesto italiano, delle quattro colture mondiali oggi interessate dalla tematica OGM, solo
il mais appare come rilevante sia per la sua capacita di diffondere il polline (causa principale di
commistione) sia per i suoi |,2-1,3 milioni di ettari, pari ad oltre il 25% della superficie e al 50%
della produzione dei cereali. Soia (ca. 150.000 ha, ma specie autogama), colza (limitata a meno
di 2.900 ha) e cotone (non coltivato) risultano di interesse marginale nel panorama nazionale.

La Coltura Mais

[l mais (Zea mays) € una specie allogama e monoica che possiede l'infiorescenza maschile
(pennacchio) e l'infiorescenza femminile (spiga)
separate nella stessa pianta. La fioritura delle
due infiorescenze non e sincrona, ma general-
mente il pennacchio comincia a rilasciare il
polline -2 giorni prima che la parte femminile
sia recettiva (proterandria). Questo assetto
favorisce un elevato grado di fecondazione
incrociata. Una singola pianta ibrida di mais

Figura 2. Struttura e localizzazione delle infiorescenze nel mais.




produce un’elevata quantita di granuli di polline (da 6 a 9 milioni) in un intervallo di 6-8 giorni
ed emette inoltre 700-900 “sete” collegate ad altrettanti ovuli posti nellinfiorescenza femminile:
il rapporto tra il numero di granuli di polline e numero di sete e di circa 10.000 a |I.

Limpollinazione & anemofila: avviene a opera del vento o della forza di gravita attraverso la
deposizione del polline sugli stigmi (“sete”) recettivi ('impollinazione attraverso insetti € un
avvenimento improbabile).

Caratteristica di questa specie ¢ il possedere un granulo pollinico tra i piu grandi della famiglia
delle Gramineae con dimensioni comprese tra 90 a 125 x 85 micron, un volume di 700 x 10~
cm® ed un peso di 247 x 10~ g. La vitalita del polline (intesa come capacita di fecondare) dipende
dalle condizioni climatiche ed & legata all’'umidita ed alla temperatura; durante la fioritura, in
presenza di temperature elevate e bassa umidita relativa dell’aria, il polline & vitale per circa
[-2 ore.

Flusso Genico nel Mais

Studi sul movimento del polline indicano che, a causa delle sue caratteristiche morfologiche
(dimensioni molto grandi e peso elevato rispetto al polline di altre specie anemofile) la gran
parte di esso (95-99%) cade al suolo entro una distanza di circa 30 m dalla fonte di emissione;
a distanze di 30-50 m il livello di diffusione & molto ridotto in termini percentuali pur mantenendo
una sua consistenza numerica e rilevabilita dovuta all’ingente quantita prodotta dalle singole
piante di mais.

Studi sul grado di fecondazione incrociata a varie distanze da una fonte di polline indicano che
le percentuali di outcrossing (e quindi il flusso genico o “gene flow””) sono molto inferiori a quelle
attese sulla base della semplice capacita di percorrenza-spostamento del polline. Evidentemente
subentrano, oltre alla distanza, altri fattori di interferenza, come vitalita del polline, capacita di
raggiungere le sete, recettivita delle stesse, e in primis, la capacita competitiva del polline prodotto
localmente rispetto al polline proveniente dall’esterno.

Gli esperimenti condotti in diversi paesi (tra cui Francia, Spagna, Germania, Svizzera, Inghilterra,
Canada e anche lItalia) utilizzando coltivazioni contigue di mais (ad es. OGM vs Non OGM, waxy
vs nomale, mais giallo vs mais bianco) indicano che la maggior parte delle fecondazioni incrociate
si verifica nella prima fascia di contatto tra le colture, fascia che puo variare tra 10 e 25 m in
relazione alle condizioni ambientali; oltre tale fascia “critica” I'entita della fecondazione incrociata
diminuisce drammaticamente mantenendosi al di sotto dell’| % (con valori che oscillano tra lo
0,5%,a 40-50 m, e lo 0,1% a 100 m); nei pochi esperimenti in cui si sono considerate distanze
maggiori di 100 m, la fecondazione incrociata € risultata un evento “erratico” con valori medi
molto bassi, generalmente al di sotto dello 0,1, anche se con rari hot spot che possono arrivare
anche allo 0,2% (comunque entro i 200 m).




Scopo della Sperimentazione

L’area di coltivazione del mais in Italia presenta caratteristiche climatiche peculiari (bassa
insolazione, elevata umidita relativa dell’aria e assenza di venti dominanti), cosi come agronomiche
ed aziendali (rotazione stretta delle colture, ridotte dimensioni delle aziende e degli appezzamenti).
E parso percio necessario condurre localmente una sperimentazione di ampio respiro al fine
di integrare e verificare le conoscenze acquisite in altri contesti, ottenendo allo stesso tempo
risultati che potessero comunque contribuire al know how oggi disponibile sul tema della
coesistenza.

Scopo della presente sperimentazione € stato di:
I. Rilevare I'entita dell’outcrossing a diverse distanze da una fonte di mais “marcatore”;
2. Ottenere dati sull’efficacia di alcuni strumenti agronomici per contenere I'entita della
fecondazione incrociata, quali:
* Adozione di distanze di separazione tra le colture;

* Utilizzo di file di mais “barriera” (buffer) che ostacolano il flusso pollinico;

* Coltivazione di varieta con diverse epoche di fioritura.




Materiali e Metodi

Approccio Metodologico
Per raggiungere gli obiettivi previsti dal progetto sono state definite due situazioni sperimentali:

|. Campi di dimensione elevata
2. Campi parcellari di dimensioni medie

La struttura dell’esperimento consente da un lato (1) di ricostruire situazioni vicine a quelle
reali e dall’altro (2) di costruire un solido modello statistico del flusso genico basato su un alto
numero di dati empirici. Il risultato atteso dall'integrazione dei risultati ottenuti da queste due
situazioni sperimentali (solo accennato nel presente documento) € la costruzione di un modello
di flusso genico che consenta, a partire da semplici parametri di campo, di prevedere il suo
andamento in specifiche situazioni reali.

| razionali delle due situazioni sperimentali sono di seguito illustrati:

I. Campi di Grandi Dimensioni

Creare condizioni le pit simili possibili a eventuali scenari di coesistenza tra coltivazioni di mais
OGM e non OGM.

¢ Sono stati utilizzati ibridi commerciali

* Sono state investite importanti superfici con mais marcatore (con caratteri dominanti) e ricevente
(con caratteri recessivi), distinguibili grazie ad un diverso colore delle cariossidi (giallo/bianco), in
modo da consentire la formazione di una “nuvola di polline” migrante di dimensioni critiche simili

a quelle di un normale campo di mais

* | campi sono stati gestiti secondo le pratiche agricole correnti

Creare condizioni favorevoli per la diffusione del polline e la fecondazione incrociata.
* Sono state utilizzate varieta marcatrici omozigoti (100% del polline presenta il gene marcatore)
* Le aree con il mais marcatore e quelle con il mais ricevente sono state seminate contiguamente

* Sono state seminate a file alterne piu varieta del marcatore per ottenere un maggior effetto di
esincrocio della nuvola di polline ed una migliore contemporaneita tra la fase recettiva delle sete

del mais ricevente e la produzione di polline del marcatore

» Come varieta riceventi sono stati utilizzati ibridi con classe di maturita ed epoca di fioritura

coincidente con la media delle varieta del marcatore

Introdurre in modo razionale “fattori di disturbo” che limitassero I'outcrossing.

* Sono state introdotte distanze di separazione, zone cuscinetto e sfasamento della fioritura




2. Campi Parcellari di Medie Dimensioni

Creare le condizioni che consentissero la costruzione di un modello empirico della diffusione del
polline di facile gestione, ma comunque rappresentativo di situazioni reali di campo.

 Sono stati utilizzati ibridi commerciali

* Sono state investite superfici discrete con mais marcatore e ricevente, distinguibili grazie ad un
diverso colore delle cariossidi (rosso/giallo), in modo tale da ottenere una “nuvola di polline”

migrante di dimensioni statisticamente significative

* E stata utilizzata una varieta marcatrice omozigote in modo tale da riconoscere la loro posizione

all'interno dei campi sperimentali

Ottenere dati empirici sufficienti a svolgere una solida indagine statistica e costruire modelli per la
diffusione pollinica.

* Sono stati predisposti 6 campi con il medesimo disegno sperimentale e divisi in 2 localita con 3
ripetizioni ciascuna
* E stato svolto un accurato piano di campionamento che consentisse di rilevare e dimensionare

correttamente anche eventi rari di flusso genico

* Sono stati predisposti controlli che verificassero eventuali presenze di falsi negativi o positivi nelle

rilevazioni effettuate

Creare le condizioni piti favorevoli per la diffusione del polline introducendo, in modo controllato,
“fattori di disturbo” che consentissero di verificare il contributo al flusso genico anche su piccola
scala.

* Sono state utilizzate varieta marcatrici omozigoti (100% del polline presenta i geni marcatori)

* Le aree investite con il mais marcatore e quelle con il mais ricevente sono state seminate

contiguamente

* Tra le varieta riceventi sono stati utilizzati due ibridi che presentavano classe di maturita ed epoca

di fioritura coincidente (ISO) con quella della varieta marcatrice

* Sono state considerate varieta piu precoci e tardive per verificare I'effetto di un leggero sfasamento

della fioritura sul flusso genico.

In tutti i campi sperimentali & inoltre stato condotto
un attento monitoraggio per verificare I’eventuale
presenza di aree disomogenee. Sono state raccolte
informazioni su intensita, direzione del vento, tempera-
tura ed umidita relativa, grazie ad apposite stazioni
meteo.

Figura 3. Stazione meteo e igrometrica in una localita sperimentale.




Estensione Geografica della Sperimentazione

Il presente studio ha coinvolto le principali aree investite a
mais della pianura lombarda interessando le province di: Lodi,
Cremona, Mantova, Brescia e Milano.

Tipologie di Campi Sperimentali

Sono state utilizzate 4 tipologie diverse di campi sperimentali,
3 che hanno interessato campi di grandi dimensioni ed una Figura 4. Distribuzione geografica dei campi sperimentali.

. . . . . . . In blu i campi di tipo 1, in giallo quelli di tipo 2, in verde quelli
costruita ad hoc per i campi parcellari di piu ridotte dimensioni. ditipo 3 ed in rosso i campi di tipo 4.

e Campi Sperimentali di tipo I.
Diffusione del polline a diverse distanze dal marcatore.
Impianto sperimentale.

Blocchi di mais marcatore (giallo) sono
stati seminati al centro dell'appezzamento
e completamente circondati da mais
ricevente (bianco), per una profondita
minima di 70 m. Strette strisciate (4 file)
dell'ibrido bianco DAMIANA (piu precoce
di una classe FAO rispetto al PR32B10)
sono state inserite nel campo bianco

come controllo-riferimento della contem-
Mais marcatore

(giallo)

poraneita di fioritura e, secondariamente,
per valutare eventuali effetti della sfasatura

dei picchi di emissione pollinica tra le
diverse varieta di mais.

Localita.

E stata interessata da questa tipologia

sperimentale un’azienda agricola di Mar-
caria (MN) e una di Pizzighettone (CR).

Campionamento.

Fasce laterali di mais bianco: a maturita
sono state campionate le file (contate a
partire dal blocco centrale di mais giallo)

Figura 5. Schema sperimentale di Marcaria (tipo 1).




1,3,5,7,9 (una ogni 2), 13, 17,21, 25,29, 33 (una ogni

4),41,49, ...(una ogni 8 file) fino a bordo campo. In ogni

fila & stata campionata una spiga ogni 10 m per tutta ‘ _

la lunghezza dell’appezzamento. Fascia centrale: € stata i g biance
campionata una fila ogni 8 e in questa una spiga ogni 5 U N i ;

m. Strisciate di mais bianco piu precoce: per ciascuna ""

delle strisciate di mais precoce ¢ stata monitorata una | W

delle due file centrali e in questa una spiga ogni 10 m.  Figura 6. Foto di un campo di tipo .

e Campi Sperimentali di tipo 2.
Effetto della presenza di “corridoi” sull’entita del flusso genico.
Impianto sperimentale.

Un blocco di mais marcatore (giallo)

iiais sicevente kilain ficevariia e stato seminato lungo tutta la parte

(bianco) (bianco) centrale dell’appezzamento. Il mais rice-

vente (bianco) é stato seminato nelle

fasce laterali. Lungo le linee di separa-
Mais marcatore

zione tra mais giallo e bianco sono stati
(giallo)

creati “corridoi” liberi da vegetazione,
larghi 17,5 m in corrispondenza del se-
condo terzo dell'appezzamento e 34,3
m in corrispondenza dell’'ultimo terzo.

Localita.

E stata interessata da questa tipologia
sperimentale un’azienda agricola di
Visano (BS) e una di Carpiano (Ml).

Campionamento.

Figura 7. Schema sperimentale di Carpiano (tipo 2). | X dei 3 .
n clascuno el terzi

dell’appezzamento (separati rispettivamente da un corridoio libero pari a 0,7, 17,5 e 34,3 m), da entrambi
i lati rispetto al blocco centrale di mais giallo, sono state monitorate le file (numerate a partire dal mais
giallo o dal corridoio) 1, 3,5,7,9 (una ogni 2), 13, |7 (una ogni 4), 25, 33, ... (una ogni 8) fino a bordo
campo; in ognuna di queste file & stata campionata una x

. . , . —_— bianco

spiga ogni 10 m con l'esclusione della prima fila a

Carpiano e della prima, terza, quinta e settima a Visano =8 i

. . . . ot L1 STl
dove & stata monitorata una spiga ogni 5 m. ' ’_..._Eim_.__

Figura 8. Foto di un campo di tipo 2.




e Campi Sperimentali di tipo 3.

Efficacia delle zone di confine posizionate in contiguita al marcatore o al
ricevente.

Impianto sperimentale.

Un blocco di mais marcatore (giallo) ¢ stato
seminato lungo la parte centrale dell'appezza-

oauesq sjew Ip 8l 74
1ayng

mento; il mais ricevente (bianco) é stato Niale ficovenie

seminato nelle fasce laterali, separato da (bianco)

0JUElq SlewW Ip oKy Z1
dagng

Mais ricevente

corridoi di 9,1 m dal mais giallo (figura 9). (blanco)

Zone cuscinetto costituite da |2 file di mais
bianco sono state ricavate dentro il marca-

0oURq S{EW P S ZL

tore lungo i bordi e contigue ai corridoi;
aree cuscinetto, anch’esse di 12 file, adiacenti
ai corridoi sono state delimitate all’interno
del mais bianco fronteggianti il blocco del

mais ricevente fronteggianti il marcatore.  Figura 9. Schema sperimentale diTicengo (tipo 3).

Localita.

E stata interessata da questa tipologia sperimentale I'azienda agricola di Ticengo (CR).
Campionamento.

All'interno delle fasce laterali di mais ricevente sono
state campionate le file (numerate a partire dal corridoio
di separazione col marcatore) 1, 3,5,7,9, e poi ogni 4
file fino al bordo del campo;in ognuna di queste file e
stata campionata una spiga ogni 10 m.

Figura 10. Foto del campo sperimentale di tipo 3.

e Campi Sperimentali di tipo 4.
Diffusione del polline in campi parcellari di ridotte dimensioni ed effetto
della sfasatura dell’epoca di fioritura sull’entita del gene flow.

Impianto sperimentale.

Un blocco di mais marcatore (rosso), una versione
“purple” dell'ibrido B73xMo|7, & stato seminato al cen-
tro di un appezzamento di mais ricevente (giallo), per

A A | . una profondita minima di 27,75 m.
i

Figura 1 1. Foto del campo sperimentale di tipo 4. In evidenza la fioritura
della varieta precoce.




Sono state utilizzate, come evidenziato in Figura 12/A, sia varieta con epoca di fioritura coincidente con
il marcatore sia varieta piu precoci e tardive.Tutte le varieta sono state seminate in contemporanea.

Localita.

Sono state interessate da questa tipologia sperimentale le aziende agricole di Aspice (CR) e di Tavazzano
(LO).

Figura 12. Campi sperimentali di tipo 4. A. Struttura del campo. B. Schema del Campionamento.

Campionamento.

Sono state campionate 2 spighe per parcella nella zona accanto al marcatore (dove il flusso genico ¢
pitu consistente) dove si e raggiunto il limite di rilevazione dello 0,07% (una cariosside su 2 spighe).

Il numero di spighe campionate & stato aumentato proporzionalmente alla distanza dal marcatore, fino

ai bordi del campo dove sono state considerate 4 spighe per parcella (allo scopo di rilevare e quantificare

anche eventi rari, raggiungendo un limite di rilevazione dello 0,04%). Nelle file verticali sopra e sotto il
marcatore sono state campionate le varieta riceventi con diversa epoca di fioritura con un piano che
ha previsto la lettura di 2 spighe per varieta a distanze metriche crescenti multiple di 0,75 cm (per poter
ottenere dati confrontabili a quelli delle rilevazioni fatte in orizzontale tra le diverse file). Il totale delle
piante campionate nelle 6 ripetizioni € stato di 15.744 che rappresentano circa I'8,3 % del totale delle
piante presenti nei campi.




Tipo campo Data semina Dimensione Varieta Varieta Dimensione
marcatore marcatrici riceventi campo
) ha ha

Marcaria (MN) 25/03/05 o0 Costanza AT 232
(65m x 95m) Eleonora Damiana (320m x 260m)

06 Lalfiz PR32B10 675
Pizzighettone (CR) 21/03/05 Costanza i
(65m x 88m) PR3IKI8 Damiana) (265m x 255m)

Visano (85) 24103105 (3sorn2 : 67m) gosmm PR3ZBI0 (400: f‘;ZOm)
leonora

1,4 Costanza 4,80

Carpiano (MI) 04/04/05 (190m x 72m) Eleonora RS2EA0 (210m x 230m)

) I Costanza 2.9
Ticengo (CR) 21/05/05 (125m x 85m) Eleonora L3328 (150m x 190m)

m? ha

DKC6040 (Iso 1)
105 B73xMol7 DKC6530 (150 2) 0,46

Aspice (CR) 26/04/05 DKC440 (Prec)

(6m x 17,5m) Purple (66m x 74m)
Eleonora (Tard.)

PR32A46 (Iso 1)

105 B73xMol7 Cesimen (D) 0,46

(6m x 17,5m) Purple PR32B08 (Prec.) (66m x 74m)
Eleonora (Tard.)

Tavazzano (LO) 29/04/05

Tabella 2. Riassunto delle tipologie sperimentali e delle localita.

Comportamento dei Campi Sperimentali

In tutte le localita sperimentali,a partire dall’emergenza delle piante fino alla raccolta, le colture
hanno avuto uno sviluppo omogeneo. Non sono stati registrati particolari stati di stress che
pregiudicassero le fasi critiche dell’esperimento: fioritura e campionamento.

21.06.05 21.07.05

Figura 13. Alcune della fasi del monitoraggio sul campo di Ticengo.

Negli esperimenti di grandi dimensioni la contemporaneita di fioritura (cfr.Allegato 1) tra mais
giallo e mais bianco e risultata ottimale (Tabella 3): questo era un requisito fondamentale per
valutare i livelli di flusso pollinico e genico in corrispondenza della loro potenzialita massima.
Tra i due ibridi bianchi utilizzati nell’esperimento |,PR32B10 e DAMIANA (varieta piu precoce),




Localita Colore endosperma Inizio fioritura Fine fioritura Localita Colore endosperma  Inizio fioritura Fine fioritura
Pizzighettone Lolita Giallo 25 giu 02 lug Visano Eleonora Giallo
Costanza Giallo 26 giu 02 lug Costanza Giallo
PR3IKI8 Giallo 28 giu 05 lug PR32BI10 Bianco
PR32BI10 Bianco 26 giu 03 lug Carpiano Eleonora Giallo
Damiana Bianco 23 giu 30 giu Costanza Giallo
Marcaria Eleonora Giallo 0l lug I lug PR32BI10 Bianco
Costanza Giallo 29 giu 09 lug Ticengo Eleonora Giallo
PR32BI0 Bianco 29 giu 09 lug Costanza Giallo

Damiana Bianco 27 giu 07 lug PR32BI0 Bianco

Tabella 3. Riassunto delle epoche di fioritura nei campi di grandi dimensioni.

e stata osservata una differenza alla fioritura di soli 2-3 giorni.AVisano (BS), nella porzione di
campo occupata dal mais bianco nel lato ovest, la chiusura del campo e stata realizzata con una
fascia di mais giallo.Tale lato del campo non € considerato nel presente documento.

Nei campi parcellari di medie dimen-
Marcatore  Differenzalsol  Differenza iso2 e Tardiva sioni, le epoche di fioritura osservate
se/mm gern gern! gernt gern (Tabella 4) hanno rispettato il compor-
Aspice 08/07 +/-1 +/-1 -4 +4
Tavazzano 0907 5 “ . v tamento atteso dalle varieta presenti

Localita Data fioritura Differenza Differenza

Tabella 4. Differenza di fioritura, espressa in giorni, delle diverse varieta rispetto al marcatore nei campi di tipo 4. ne”e Prove: SOStanZIaIe col nCIdenza
di fioritura da parte delle varieta della

medesima classe FAO del marcatore (di seguito: Iso); sfasature di 4-6 gg per le varieta piu
precoci o piu tardive. Il periodo di fioritura di ciascuna varieta si & protratto per 7-8 giorni,
una durata normale nel nostro contesto pedoclimatico (una panoramica piu dettagliata
del’andamento della fioritura & presente nell’Allegato ).

Figura 14. Fioriture nei campi di tipo 4. A. sete della varieta precoce in anticipo su quelle del marcatore (piante rosse). B. fioritura omogenea ed anticipata della varieta
precoce ad Aspice. C. fioritura omogenea ed anticipata della varieta precoce a Tavazzano.




Raccolta dati e Controlli

Per rilevare 'occorrenza e I'entita della fecondazione incrociata si € fatto ricorso a marcatori
fenotipici per il colore dell’endosperma. Negli esperimenti |,2 e 3 sono state utilizzate varieta
di mais convenzionale con endosperma giallo ed endosperma bianco; nell’esperimento 4 si sono
usate varieta convenzionali a endosperma rosso e giallo (Figura 15).

Per dare maggior robustezza ai dati sperimentali, sono stati introdotti diversi controlli. In partico-
lare, 'eventuale presenza di inibitori per il colore nelle diverse varieta utilizzate e stata verificata
tramite un incrocio manuale tra marcatore e varieta riceventi e controllata la leggibilita delle
differenze colorimetriche sulle spighe. In tal senso,

nessuna delle varieta portaseme ha presentato

problematiche.

E stata anche verificata I'eventuale insorgenza
di falsi positivi, ovvero la presenza di semi colorati
non dovuti all'incrocio con il marcatore (per mu-
tazione spontanea). Questa possibilita e risultata
inferiore allo 0,003% e pertanto trascurabile
nelle condizioni sperimentali adottate.

Per verificare I’entita degli errori, riferibili
all’operatore, nella fase di campionamento sono
state ricampionate 20 parcelle random all’interno
del campo.

Dall’analisi sono emersi errori di lettura relativa-
mente solo alle prime 3 file contigue al marcatore.
Tale dato e riconducibile all’elevato numero di
semi colorati presenti in queste file. Il contributo
di tale errore (un seme = 0,07%), all'interno di
spighe con un numero di semi colorati superiore
a 100 (7%), e stato considerato trascurabile nel
contesto generale dell’esperimento.
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Figura 15. Leggibilita colorimetrica dei sistemi di marcatura utilizzati. A. Semi.
B. Spighe.




Risultati

Campi Sperimentali di tipo 1.
Diffusione del polline a diverse distanze dal marcatore.

La frequenza media di semi fecondati derivati da polline marcatore (giallo) € risultata consistente
nella fascia di contatto tra marcatore e ricevente: i valori sono molto elevati tra 0 e 2 m
(19,28%); tra 2 e 6 m la percentuale scende sotto il 3%;tra 6 e 12 m i semi gialli diminuiscono
fino a valori intorno all’l %. Oltre tale fascia critica (12 m, pari a circa 18 file) e per tutta la lar-
ghezza esplorata (da 70 a 120 m), le percentuali si mantengono al di sotto dello 0,9%, con valori
medi compresi tra 0,2 e 0,3%. Le variazioni del’ampiezza della fascia critica (con percentuali
di flusso genico maggiori dello 0,9%) si mantengono, nelle localita di prova, essenzialmente
nel’ambito del valore medio:a Marcaria 14 m, a Pizzighettone 10 m, a Carpiano e Visano 17,5m
(per le parti dei campi in cui il mais ricevente & seminato contiguo al marcatore). Nel complesso
il flusso genico nei vari campi ha raggiunto il valore massimo a Marcaria lato SE (0,9% a 30 m)
ed il valore minimo nel lato NW di Marcaria e i lati NW e SW di Pizzighettone (0,9% a 6 m).

Sfasatura del’Epoca di Fioritura

All'interno delle aree contenenti I'ibrido ricevente (bianco) erano state interposte, per tutta
la lunghezza del campo, 6-8 strisciate di 4 file dell’ibrido bianco DAMIANA, descritto come piu
precoce di una classe FAO rispetto all’'ibrido PR32B10. Le differenze di fioritura di 2-3 giorni
rilevate non hanno inciso in modo significativo sul flusso genico misurato, ricalcando quanto

gia rilevato per l'ibrido di riferimento (PR32B10).

“Hot Spot”

Le aree esterne alla fascia critica, hanno occupato una superficie di 14 ha e hanno presentato
una percentuale di flusso genico pari allo 0,2-0,3%. In tali aree ¢ stata rilevata (e regolarmente
inserita nel calcolo della media) la presenza di spighe con un alto numero di semi marcati.
Lorigine di questi “hot spot” & riconducibile al fatto che I'epoca di fioritura del marcatore (grazie
all’'uso di piu varieta) si € presentata piu ampia rispetto a quella della varieta ricevente. Cio €
dimostrato anche dal fatto che in tali campi il flusso genico sia principalmente rintracciabile in
testa ed in coda alle spighe della varieta ricevente. In tale contesto, piante piu tardive (fuori
tipo) si sono trovate meno “protette”, dal polline della varieta ricevente in fioritura, dall’arrivo
di polline del marcatore ed hanno presentato livelli di flusso genico piu elevati rispetto alle

piante circostanti.




Mais marcatore (giallo)

Logends
*= misurati a partire dol bords del mais gialle
= delle 2 localitd vengone ti

Mais ricevente (bianco)
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Figura 16. Valori di flusso genico registrati nel mais ricevente a diverse distanze dal mais marcatore nei campi sperimentali di tipo |.




Campi Sperimentali di tipo 2.
Effetto della presenza di “corridoi” sull’entita del flusso genico.

A Visano e Carpiano il mais marcatore (giallo) e ricevente (bianco) sono stati seminati i) in
modo contiguo senza aree di separazione ii) con un’area di separazione di 17,5 m iii) con un’area
di separazione di 34,3 m.

Nelle due localita, valori elevati di flusso genico sono stati rilevati nelle file di mais fronteggianti
il marcatore, indipendentemente dalla presenza di aree di separazione. Nelle file immediatamente
successive, la presenza di semi marcati € andata rapidamente diminuendo fino a valori analoghi
a quelli riscontrati nell’esperimento |.

Nel settore contiguo al marcatore, la presenza di semi marcati nella varieta ricevente &
risultata molto elevata nelle prime 4 file (valori da 28,00 a 8,66%) ed ancora rilevante nelle
successive 8 file (valori intorno al 3%). Dalla 35° fila (17,5 m di distanza dal marcatore) la
percentuale e scesa al di sotto dello 0,9%. A 28 m dal marcatore il flusso genico si stabilizza
intorno a valori compresi tra 0,3 e 0,5%.

Nelle 2 localita, lampiezza della fascia critica (percentuali >0,9%) € risultata compresa tra i 17,5
m (25 file) diVisano, lato Est, e i 23 m (33 file) di Carpiano, lato Nord-Ovest.

Nel settore separato da un corridoio di 17,5 m (equivalente a 24 file di mais) percen-
tuali di semi marcati inferiori al 3% vengono registrate gia alla 5 fila. Tuttavia 'ampiezza della
fascia critica (>0,9%) analogamente al caso di contiguita, rimane invariata posizionandosi attorno
alla 25* fila (17,5 m), con variazioni comprese tra le 9 file (6,3 m) di Carpiano, lato Sud-Est, e
le 33 (23 m) diVisano lato Est.

Nel settore separato da un corridoio di 34,3 m (equivalente a 48 file di mais) la fascia
critica interessa unicamente le prime 4 file e la frequenza di cariossidi marcate nella prima fila
e del 2,7% contro il 10,69% del secondo settore ed il 28% del settore contiguo.

In conclusione il mais ricevente ha presentato una percentuale minore dello 0,9%

i) a partire da 17,5 m nel settore contiguo,
i) a partire da 34,3 m in presenza di un corridoio di 17,5 m,

iif) ed a partire da 37,1 m in presenza di un corridoio di 34,3 m.
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Figura 17. Valori di flusso genico registrati nel mais ricevente a diverse distanze dal mais marcatore nei campi sperimentali di tipo 2.




Esperimento 3.

Efficacia delle zone di confine posizionate in contiguita al marcatore o al
ricevente.

Nella produzione della semente di mais ibrido ai bordi del campo da seme vengono allevate
un certo numero di file addizionali di mais impollinante con la funzione di diminuire la capacita
di fecondazione del polline proveniente da altri campi “diluendone” cosi 'effetto. Nelle procedure
di produzione “identity preserved” e prevista inoltre la raccolta separata delle “zone di confine”
tra mais diversi (ad es. waxy-normale, OGM-non OGM, bianco-giallo) ed il loro miscelamento
con il tipo di mais meno “esigente” in termini di certificazione (il bordo del mais waxy nel mais
normale, il bordo del mais non OGM nel mais OGM, etc.). E di facile comprensione la maggiore
praticita in termini operativi del posizionare la zona di confine in contiguita al mais meno
esigente in modo tale da renderlo piu facilmente gestibile in fase di raccolta (situazione B);
d’altra parte, le esperienze accumulate (ad es. nel mais da seme e nel mais waxy) indicano una
maggiore efficacia nel ridurre il flusso genico da parte delle zone di confine se posizionate in
contiguita al campo piu esigente (situazione A).

Nell’esperimento illustrato in Figura 18 una zona di confine di 12 file di mais ricevente & stata
posizionata alternativamente ai bordi del marcatore (situazione B) ed ai bordi del campo di
mais ricevente (situazione A). Un corridoio largo 9 m (all'incirca la dimensione di una “cavedagna”)
separava il marcatore dal ricevente.

Nella situazione B le sole prime 2 file del mais ricevente hanno presentato una percentuale di
flusso genico maggiore dello 0,9%; nella situazione A il campo di mais ricevente, con I'esclusione
della zona di confine, presentava valori sempre al di sotto dello 0,9%.

In conclusione il mais ricevente ha presentato una percentuale inferiore allo 0,9%

i) a 19,5 m dal marcatore nella situazione B (zona di confine contigua al marcatore);

i) a 12 m nella situazione A (zona di confine contigua al ricevente).

Leffetto di riduzione del flusso genico ottenuto con |2 file di buffer nella situazione B &
apparentemente ottenibile con sole 2 file di buffer nella situazione A.
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Figura 18. Valori di flusso genico registrati nel mais ricevente a diverse distanze dal mais marcatore nei campi sperimentali di tipo 3.




Esperimento 4.

Diffusione del polline in campi parcellari di ridotte dimensioni ed effetto
della sfasatura dell’epoca di fioritura sull’entita del gene flow.

Il flusso genico registrato nei campi sperimentali di tipo 4 (figura 19) & sceso in media al di
sotto dello 0,9% a 6,8 m (9 file) dal marcatore e, nel caso peggiore, a circa 14 m (18 file) concen-
trandosi prevalentemente nelle prime 3 file (dove ¢ sceso dal 25 (1) al 5% (3)). Oltre tale distan-
za il flusso genico e sceso meno rapidamente mantenendosi comunque su valori molto bassi
(attorno allo 0,1%).

Anche nello scenario peggiore, ottenuto considerando i dati delle singole parcelle che hanno
presentato picchi di flusso genico (dovuto al vento o a singole piante stressate) si € osservato
il medesimo andamento anche se la percentuale di esincrocio, in questi casi sporadici, si € attestata
attorno allo 0,3% tra i 15 ed i 30 metri.
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Figura 19. Andamento del flusso genico. In blu la contaminazione media riportata. In azzurro i massimi valori registrati. A.Visione complessiva. B. Ingrandimento della porzione
del grafico al di sotto dello 0,9%.

E stato inoltre valutato I'effetto differenziale della  Ricevente
grandezza della nuvola pollinica sul’andamento
del flusso genico.

Dalla Figura 20 risulta che la fascia critica
(outcrossing >0,9%) assume diverse dimensioni
a seconda delle posizioni di campo considerate
(A-B-C-D) a causa del vento e della profondita
dell’area del marcatore (nei lati A-B: 17,5 m; nei
lati C-D: 6 m).

Se i livelli di flusso genico in campo si possono
calcolare facendo la media dei valori rilevati,
annullando in tal modo I'effetto del vento, ¢ altresi
possibile ricavare, sempre eliminando la variabile
vento, il contributo relativo al flusso genico di
ciascuno dei due lati del campo marcatore.

Figura 20. Dimensione della fascia critica (outcrossing >0,9%) per ciascun
lato dei campi sperimentali di tipo 4. Il dato é stato ottenuto come media dei
valori registrati nei 6 campi sperimentali.




La Tabella 5 evidenzia come il flusso genico rilevato sia stato maggiore nel lato lungo (17,5 m
e una profondita della nuvola pollinica di soli 6 m) rispetto al lato corto (6 m e una profondita
della nuvola pollinica di 17,5 m). Cio indica che, nelle condizioni sperimentali adottate, la nuvola
pollinica prodotta da 8 file di mais (corrispondenti alla profondita di 6 m) era gia saturante sulla
estensione della fascia critica e divenivano rilevanti, per la determinazione del flusso genico,
altri fattori quali la superficie di contatto tra mais ricevente e marcatore ed in particolare il
rapporto relativo tra piante marcatrici e riceventi.

Fascia critica (m) 6,8

Tabella 5. Flusso genico medio nei campi di tipo 4 e dei singoli lati.

Epoche di fioritura

Il flusso genico nelle varieta riceventi piu precoci e tardive, misurato sulle parcelle verticali sopra
e sotto il marcatore (lati A-B), e stato rappresentato graficamente in Figura 21. Grazie ad un
omogeneo comportamento del vento (direzione SVV, intensita 6 km/h) e durata complessiva
della fioritura (7-8 giorni) in entrambi i siti sperimentali, & stato inoltre possibile aggregare i dati
ottenuti nelle due localita (Figura 21/B). | risultati ottenuti sono riassumibili come segue:

i) fino a 3 giorni di sfasatura nella fioritura non sono state osservate riduzioni significative del

flusso genico;
ii) 4/5 giorni hanno indotto una riduzione di circa |/4 della dimensione della fascia critica;
iii) 6 giorni hanno dimezzato la fascia critica.

Le varieta piu precoci rispetto al marcatore si sono presentate maggiormente efficaci nel conte-
nimento del flusso genico rispetto alle varieta piu tardive essendo in grado di saturare le proprie
sete prima che il marcatore iniziasse la fioritura.
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Figura 2 1. Valori di flusso genico registrati per varietd con diverse epoche di fioritura rispetto al marcatore. La linea nera rappresenta la distanza al di sopra della quale i
valori di outcrossing sono inferiori allo 0,9%.

A. Comportamento delle varieta allinterno delle due localita sperimentali.
B. Comportamento delle varieta ordinato rispetto allo sfasamento rispetto al marcatore.




Analisi Comparata dei Risultati.

L'analisi comparata dei risultati ottenuti dalle diverse tipologie sperimentali richiedera ulteriori
approfondimenti statistici. Si intende comunque sin da ora sottolineare 2 aspetti che emergono
da una prima visione congiunta dei dati.

Struttura del flusso genico

In tutte le localita sperimentali € stato osservato il medesimo comportamento del flusso genico,
con una brusca discesa nelle prime 3 file e con la tendenza a passare ad una fase lineare delle
percentuali di esincrocio attorno alla 12-15 fila (Figura 22, Tabella 5).

Flusso massimo ottenibile

| risultati analizzati congiuntamente consentono una modellizzazione del flusso genico e la
costruzione di una curva teorica di flusso massimo raggiungibile. Lottenimento di questo risulta-
to richiedera ulteriori affinamenti. Gia ora é tuttavia possibile evidenziare come la differenza
osservata nel gene flow nei campi 10
di tipo 4 e nei campi di tipo I,che ¢ + Esperimento 2 |
presentano un rapporto simile tra 4 precomint
marcatore e ricevente (2% e 8%
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% gene flow
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caso si confrontano valori percen- \ \___\
tuali molto diversi tra marcatore s - =%
e ricevente (8% e 50% rispettiva- o8 B o 15
mente). Questo indica come le di- Fila

stanze ed i dati raccolti nei campi Figura 22. Struttura del flusso genico negli esperimenti [-2-4.

sperimentali di tipo 2 possano essere considerati ragionevolmente non molto dissimili da quelli
ottenibili anche da campi con rapporti marcatore/ricevente superiori. A cio si aggiunge che, nella
presente sperimentazione, sono state adottate varieta omozigoti per il carattere marcatore
(100% del polline presenta i geni marcatori), mentre nel caso, ad esempio, degli OGM oggi in
commercio vengono usate varieta eterozigoti (50% del polline presenta il transgene). | valori qui
illustrati rappresentano pertanto un flusso genico sovrastimato se riportato a varieta eterozigoti.

Rapporto marcatore/ricevente 0,9% (m)

Localita
Esperimento 4 2% 6,8 14
Esperimento | 8% 14 30
Esperimento 2 50% 17,5 23

Tabella 6. * Distanza massima a cui si & sceso al di sotto dello 0,9%. ** Fila a cui il flusso genico inizia a decrescere linearmente.




Discussioni e Conclusioni

Discussione

Dall’analisi dei dati raccolti nel presente studio e possibile trarre alcune indicazioni di ordine
generale sul flusso genico nel mais applicabili anche alla gestione della coesistenza tra colture
OGM e non-OGM e qui di seguito schematizzate.

A. Flusso Genico in Condizioni Ottimali

Nel caso di condizioni ottimali per il flusso genico (contiguita tra le diverse tipologie di mais
e completa coincidenza di fioritura) & da attendersi un andamento del flusso genico concentrato
principalmente entro i primi 2 (8)* metri (fila 3 (12)), con percentuali in media superiori al 5%
e con punte che possono arrivare al 60-70% su singole piante.

A distanze maggiori si ha una sensibile riduzione dell’outcrossing che scende al di sotto dello
0,9% (fascia critica) entro 17,5 (30) metri (fila 24 (42)).

Oltre i 17,5 metri il flusso genico assume un andamento lineare decrescente mantenendosi al
di sotto dello 0,9% e scendendo sotto lo 0,5% a circa 29 (49) metri (fila 41 (70)). Oltre i 30
metri sono da attendersi valori tendenzialmente decrescenti e oscillanti attorno ad una media
dello 0,2-0,3% (fino a 70-100 m) nei lati sottovento.

Distanza' (m) 2 (8)? 17,5 (29) 30 (50)
File di mais 3 (120 30 (42) 42(71)

Tabella 7. Andamento del flusso genico registrato in condizioni ottimali per la fecondazione incrociata.
distanza necessaria per scendere al di sotto del valore di outcrossing indicato.
in parentesi la fila o la distanza massima necessaria per scendere al di sotto del valore di outcrossing indicato.

B. Efficacia dei Diversi Sistemi per il Contenimento del Flusso Genico
BI. Uso di corridoi tra le diverse tipologie di mais

L'uso di spazi aperti di separazione (corridoi) di dimensioni ridotte (entro i 20-30 metri) tra
le diverse tipologie di mais porta ad una riduzione del flusso genico anche se, in presenza di
vento, non risulta essere efficace nel diminuire 'ampiezza della fascia critica. Corridoi di
dimensioni superiori (es. 35 metri), anche in presenza di vento, sono in grado di ridurre
sensibilmente il flusso genico, che scende al di sotto dello 0,9% gia nelle primissime file (5) del
campo ricevente. Alberi, strade sopraelevate o oltre barriere fisiche sono in grado di contribuire
significativamente all’abbattimento del flusso genico.

B2. Uso di zone di confine (buffer) tra le diverse tipologie di mais

L'uso di alcune file di mais come barriera “vivente” al flusso pollinico risulta uno strumento
efficace per il contenimento del flusso genico. Un buffer di |5 m di mais (pari a 21 file) consente
di ottenere una percentuale media di outcrossing inferiore allo 0,9% in campi di mais ricevente
di profondita superiore ai |10 metri. Per scendere sotto la soglia dello 0,5%, negli stessi campi,
€ necessario un buffer di 25 metri, pari a 36 file di mais. In una situazione agronomica “normale”

* In parentesi la distanza massima rilevata nei campi sperimentali in condizioni di sottovento.




per i sistemi produttivi coesistenti, in cui € prevista una soluzione di continuita tra campi diversi
(di norma rappresentata da una capezzagna o da un fosso per evitare sovrapposizioni nelle
operazioni di semina, raccolta e coltivazione) e trattamento, risulta di maggiore efficacia il
posizionamento della zona buffer a ridosso del campo ricevente, come suggerito anche dalle
normali pratiche di produzione di semente ibrida e di partite “identity preserved”.

B3. Uso di varieta con epoca di fioritura non coincidente

Luso di varieta tra loro piu precoci o tardive risulta efficace solo se lo sfasamento di fioritura
€ superiore ai 3 giorni. Uno sfasamento di 4-5 giorni ¢ in grado di ridurre 'ampiezza della fascia
critica di circa 1/4, mentre uno sfasamento di 6 giorni porta al suo dimezzamento. A parita di
giorni di sfasatura, il contenimento del flusso genico risulta migliore nelle varieta piu precoci
rispetto a quelle piu tardive, essendo in grado di saturare le proprie sete prima che I'altra varieta
inizi la fioritura. Poiché nel contesto padano la durata complessiva della fioritura di un campo
di mais e di circa 6-8 giorni & possibile affermare che sfasature di fioritura superiori a 6-7 giorni
sono di per sé sufficienti a minimizzare il flusso genico in particolar modo per le varieta precoci.

Conclusioni

| dati raccolti dal presente studio mostrano, analogamente a quanto gia riportato in letteratura,
che l'entita e la distanza a cui il flusso genico e rilevabile sono significativamente inferiori a quanto
atteso sulla base della semplice capacita di spostamento del polline. Cio indica la presenza di
altri fattori in grado di modificare significativamente il flusso genico, tra cui la mortalita del polline,
la recettivita delle sete, la caduta “fuori bersaglio” dei granuli pollinici e la presenza di vento;
tuttavia, la “forza” piu rilevante nel contenimento del flusso genico ¢ risultata essere il grado di
competizione per la fecondazione delle sete recettive che si instaura tra il polline prodotto local-
mente e il polline proveniente da piante limitrofe o di appezzamenti adiacenti. Il polline di mais
presenta infatti un’elevata capacita fecondativa in assenza di polline “antagonista”, come ben evi-
dente nei campi di produzione di semente ibrida, in cui una fila di mais impollinante ¢ in grado
di fecondare completamente fino ad 8 file di mais portaseme emasculato, oppure nei sistemi di
produzione di mais ad elevato contenuto in olio con il metodo High Oil Top Cross® in cui la produ-
zione finale di pieno campo € assicurata dalla presenza di un 7-9% di piante maschiofertili (porta-
trici, per effetto xenia, del carattere alto olio), in grado di fecondare il rimanente 91-93% di piante
maschiosterili. Nel contesto invece delle normali produzioni di mais in pieno campo, in cui ciascun
appezzamento ¢ “protetto” da una nuvola pollinica prodotta localmente, si € osservata una
drastica riduzione dell’entita del flusso genico gia a pochi metri di distanza dalla sorgente di
polline marcatore. | dati ottenuti indicano inoltre che I'uso di zone buffer di 15 m (pari a 21 file
di mais) tra due diverse tipologie di mais, consentirebbe di mantenere i livelli di commistione
all'interno del campo ricevente al di sotto della soglia critica dello 0,9%, prevista dalla normativa
comunitaria per gli OGM. L'uso di varieta con periodo fioritura non coincidente, o la presenza
di ampi spazi aperti tra le colture si presentano inoltre come sistemi aggiuntivi, e in taluni casi
sostitutivi, per il controllo della presenza accidentale anche nel contesto agricolo padano.




Marcaria

@ = Costanza
@ =Eleonora
(3@ =PR32B10
@ = Damiana

Pizzighettone

@ = Costanza
@ = Lolita

@ =PR31K18
(@ =PR32B10
(5) = Damiana

Visano

@ = Costanza
@ =Eleonora
3 =PR32B10

Carpiano

(@ =Costanza
@ =Eleonora
(3) =PR32B10

Ticengo

@ = Costanza
@ =Eleonora
(@) =PR32B10

Aspice

@ =Marcatore
@ =lso1

@ =l1so02

@ =Precoce
® = Tardiva

Tavazzano (1)
o = Marcatore H

@ =Iso1

| N
=lso i | ®
2 = Pm:r.u:e .j\ /;@W
® = Tardiva $J/ '

15/06 01/07 15/07

Allegato I. Grdfico delle fioriture nelle diverse localita sperimentali.




Bibliografia essenziale.

Agroscope FAL, 2005. Koexistenz einer Landwirtschaft mit und Gentechnik.

Bassetti, P.and M.E.Westgate. 1993a. Emergence, elongation, and senescence of maize silks. Crop Sci. 33:271-275.

Bassetti, P.and M.E.Westgate. 1993b. Senescence and receptivity of maize silks. Crop Sci. 33:275-278.

Bateman A, 1947. Contamination of seed crops. Il.Wind pollination. Heredity |: 235-46

Bock AK, Lheureux K, Libeau-Dulos M, Nilsagard H, Rodriguez-Cerezo E (IPTS - JRC) 2002 scenarios for co-existence of genetically modified,
conventional and organic crops in European agriculture

Burris, ].S.2002. Adventitious pollen intrusion into hybrid maize seed production fields. Representing the Association of Official Seed Certifying
Agencies. American Seed Trait Association (ASTA). STA Statements and Comments.

COOP ltalia. 2004. OGM: la ricerca “sul campo”

Dafni A. 1992. Pollination Ecology.A Practical Approach. Oxford University Press.

Doebley,]. 1990. Molecular evidence for gene flow among Zea species. BioScience: 40 (6) 443-448.

Eastham K Sweet |, Genetically modified organisms (GMOs): The significance of gene flow through pollen transfer. © EEA, Copenhagen, 2002

Garcia, C., M. Figueroa, M.R. Gomez, L.R. Townsend, and J. Schoper. 1998. Pollen control during transgenic hybrid maize development in Mexico.
Crop Sci. 38:1597-1602.

Henry C et al (2003) Farm scale evaluations of GM crops: monitoring gene flow from GM crops to non-GM equivalent crops in the vicinity.
Part |: Forage Maize. http://www.genfood.at/ download/DEFRA/ 2003/geneflow maize.pdf

http://www.agriculture.gouv.fr/OGM/debatpublic/debpubgeniebiomo.htm

http://www.bats.ch/data/english/k3a44.htm The risk of vertical gene flow caused by transgenic crops in Switzerland.

Ingram, J. 2000. Report on the separation distances required to ensure cross-pollination is below specified limits in non-seed crops of sugar
beet, maize and oilseed rape. MAFF Project no. RO0123. Accessed 7/8/2002 at http://www.defra.gov.uk/planth/pvs/gmsepdis.pdf

InnoPlanta, 2004. Erkenntnisse aus dem Erprobungsanbau 2004 - Koexistenz von gentechnisch verandertem und konventionellem Mais.
InnoPlanta e.V. Pflanzenbiotechnologie Nordharz/Borde, Gatersleben, 6 S. Zugang http://www.botanischergarten.ch/Coexistence/Innoplanta-
Coexistence-2004

IRTA, 2004.*“Buenas Practicas Agricolas”

Jemison, JM. & Vayda, ME. 2002. Cross Pollination From Genetically Engineered Corn:Wind Transport And Seed Source. Accessed 7/08/2002 at
http://www.agbioforum.org/

Klein E. K., Lavigne C., Foueillassar X., Gouyon P-H., Laredo C.2003 Corn pollen dispersal: quasi-mechanistic models and field experiments.
Ecol Monographs 73: 131-150.

Lambert D H,Villareal R L and Mackenzie D R 1980, A general model for gradient analysis. Phytopath. Z. 98, 150-154.

Lauer, ). 1998. Successful corn pollination. Wisconsin Crop Manager 5:104-105

Luna, S., Figueroa, M. ., Baltazar, M. B., Gomez, L. R., Townsend, R., and Shoper, ]. B.2001. Maize pollen longevity and distance isolation requirements
for effective pollen control. Crop Sci.41:1551-1557.

Ma B.L, Subedi K.D. and Reid L.M. 2004. Extent of Cross-Fertilization in Maize by Pollen from Neighboring Transgenic Hybrids. Crop Science 44: 1109-
1112

MacKay GR, McNicol R}, Wilkinson A, Timmons A and Dubbels S, 1994. Monitoring the Flow of Pollen in Crop Plants. OECD Environment
Monographs, 90

McCartney HA. 1990. Dispersal Mechanisms through the Air in: Dispersal in Agricultural Habitats (Eds. Bunce and Howard) pp 133-158.
Belhaven Press, London.

McCartney HA. 1994. Dispersal of spores and pollen from crops. Grana, 33: 76 - 80.

McCartney, H.A. 1990. Dispersal mechanisms through the air. In: Dispersal in Agricultural Habitiats (eds R G H Bunce and D C Howarth )
pp!33-158. Belhaven Press, London.

McCartney, H.A,, and Bainbridge, A. 1984. Deposition gradients close to a point source. Phytopathol. Z. 109:219-236.

Meagher T.R., Belanger F C., Day PR. 2003 Using empirical data to model transgene dispersal. Phil Trans R Soc Lond 358: | [57-1162

Ministére de I'Agriculture et de la Péche. 2002. Rapport de la commission du genie biomoleculaire et du comite provisoire de biovigilance
sur |'experimentation au champ de plantes transgeniques.Accessed from the Internet. | | Apr 2002.

Paterniani E and Stort AC. 1974. Effective maize pollen dispersal in the field. Euphytica, 23: 129 - 134

POECB, 2004. Operational Programme for Evaluation of Biotechnology Crops. http://www.agpm.com/iso album/poecb |.pdf

Proctor M and Yeo P. 1973.The Pollination of Flowers. Collins

Raynor GS, Hayes ]V and Ogden EC. 1970. Experimental data on dispersal and deposition of Timothy grass and Corn pollen from known
sources. Brookhaven National Laboratory Report. BNL, (New York) 50266 (T/595).

Real L. 1983. Pollination Biology. Academic Press

Sorlini C. et al., 2004. Biodiversita e organismi geneticamente modificati. Ministero Ambiente — CNR

DevosY, Reheul D, De Schrijver A.2005. The co-existence between transgenic and non-transgenic maize in the European Union: a focus on pollen
flow and cross-fertilization. Environ Biosafety Res. 4 71-87

Proceedings of the "Second international conference on co-existence between GM and non -GM based agricultural supply chains", 14-15
November 2005, Montpellier; France







ce/dab

CENTRO
DOCUMENTAZIONE
AGROBIOTECNOLOGIE

c/o TT&A ¢ Viale Beatrice d’Este, |15 ¢ 20122 Milano

www.cedab.it




	Broch. 9 pp 1-16.pdf
	Broch. 9 pp 17-32.pdf

