Progetto “Epiresistenze” — Un approccio scientifico innovativo per affrontare
una problematica fitosanitaria emergente *

I1 progetto “Epiresistenze”, finanziato dalla
Regione Lombardia nell’ambito del Bando
a favore della ricerca nel settore agricolo e
forestale ha come soggetto Capofila il

Dipartimento di Scienze della Terra e ®
dell’Ambiente dell” Universita di Pavia . . .

. . e Societa agraria di Lombardia
(responsabile la prof.ssa Maura Brusoni) e '

coinvolge una partnership comprendente
oltre alla Societa Agraria di Lombardia,
I’Accademia dei Georgofili, la societa di 4 CORTEVA

ricerca Agricola 2000 ed il Distretto ACHL BT .

agricolo “Risaie Lomelline”.

Il progetto intende investigare con un approccio innovativo la problematica delle resistenze agli erbicidi,
emergenza fiosanitaria rilevante, in particolare in ambiente di risaia, e¢ individuare I’incidenza dei
meccanismi epigenetici sulle stesse, a supporto di programmi piu efficaci di prevenzione e lotta alle
infestanti, fornendo agli operatori (sia a livello di consulenza agronomica che di applicazione nelle aziende
agricole) strumenti conoscitivi utili a rendere le strategie di protezione della coltura piu performanti ed al
tempo stesso rispettose dell’ambiente.

Lo scopo ¢ quello di contribuire a comprendere fenomeni di ridotta sensibilitd, non associati a mutazioni nel
gene che codifica per l'enzima bersaglio del diserbante, nelle popolazioni di piante infestanti che sono
esposte alla pressione selettiva degli erbicidi.

La comprensione dei meccanismi epigenetici potrebbe, insieme con i tradizionali fattori genetici, spiegare la
variabilita delle risposte della resistenza agli erbicidi scarsamente comprensibili in particolare nelle specie
appartenenti al genere Echinochloa (giavone), infestante chiave dell’ambiente di risaia che maggiormente
manifesta fenomeni di resistenza nei confronti dei diserbi piu comunemente utilizzati. Si intende indagare
come 1’associazione di fattori ambientali differenti, come il diserbo e i fattori edafici biotici e abiotici, possa
indurre meccanismi di natura epigenetica che intervengono nell’espressione di resistenze.

Cio contribuirebbe ad aggiungere una nuova prospettiva alla conoscenza degli stress ambientali € gestionali e
dei loro effetti sull'evoluzione delle resistenze agli erbicidi. Nello scenario in cui dosi subletali di erbicidi
possono agire in modo simile ad altri stress ambientali abiotici, considerare le interazioni genetiche e
ambientali & importante per prevedere e monitorare adeguatamente l'evoluzione della resistenza agli erbicidi.
I principali obiettivi del progetto sono:

a. Investigare i fenomeni di resistenza riconducibili a fattori epigenetici, identificando le popolazioni
appartenenti a Echinochloa spp;

b. individuare i fattori edafici abiotici (granulometria, tessitura, pH, contenuto in N, K, P, ecc.) e biotici
(sostanza organica, biodiversita del micro- e mico-biota) che influenzano le resistenze epigenetiche, con
particolare riferimento a quelli che risentono degli effetti del cambiamento climatico;

c. quantificare I’incidenza delle resistenze epigenetiche in relazione a quelle TSR e NTSR;
d. verificare la distribuzione geografica effettiva delle resistenze epigenetiche;
e. valutare strategie agronomiche per ridurre I’incidenza delle resistenze in funzione dei risultati ottenuti

La ricerca oggetto del progetto prevede un approccio innovativo nell’affrontare la problematica delle
resistenze e allo stato dell’arte non esistono reti di ricerca strutturate che indagano il fenomeno dal punto di
vista dell’epigenetica. I risultati che si otterranno saranno condivisi con la comunita scientifica nazionale ed
internazionale e permettera di instaurare rapporti e scambi di esperienze che potranno ulteriormente
approfondire le conoscenze raggiunte. Le attivita di divulgazione, intermedie e finali del progetto avranno
anche lo scopo di coinvolgere altri attori e con loro intrecciare rapporti di collaborazione e sviluppo delle
linee di ricerca.

L’operativita del progetto ¢ stata fortemente condizionata dall’emergenza sanitaria in atto, che ha limitato le
attivita in campo e reso impossibile I’attuazione delle iniziative di carattere informativo/divulgativo in
presenza.



Allo stato attuale (autunno 2020) I’attivita del progetto si ¢ articolata nelle azioni di seguito descritte.

1 INDAGINI BIBLIOGRAFICHE

e sono state consultate pubblicazioni e banche dati reperibili on line per
- valutazione della distribuzione in Lombardia e della tipologia delle resistenze note
indotte da modificazioni genetiche (TSR, NTSR) relativamente a Echinochloa spp.
- indagine bioinformatica preliminare delle sequenze depositate nei database molecolari
(NCBI, miRBase, miRTARbase) per ottenere informazioni sui geni considerati nello
studio e per I'individuazione di modificazioni epigenetiche

2. LAVORO DI CAMPO

e ¢ stato realizzato lo schema di campionamento: alla carta di uso del suolo, relativa all’area
risicola lombarda, ¢ stata sovrapposta una griglia a maglie 5 x 5 km che ha permesso di
realizzare uno schema di campionamento € monitoraggio costituito da unita campionarie
(UC). Ogni UC corrisponde a una camera di risaia;

e¢ stata condotta un’indagine sul territorio mediante la sottomissione di un questionario
mirato rivolto ai risicoltori. La sottomissione dei questionari nel 2019 ¢ avvenuta porta a
porta in modo da verificare che ogni risicoltore compilasse correttamente il questionario
rispondendo a tutte le domande. Da febbraio 2020 cio non ¢ piu stato possibile pertanto il
questionario ¢ stato caricato sul sito del progetto;

e sono state selezionate le UC nelle quali realizzare 1 campionamenti sulla base delle mappe di
distribuzione delle resistenze TSR e NTSR riportate dal portale GIRE, dei questionari
compilati dai risicoltori e delle conoscenze di campo di alcuni partner coinvolti nel
progetto (Distretto delle risaie lomelline e Agricola 2000 S.c.p.a.), Dow AgroSciences
Italia srl, azienda cofinanziatrice, ¢ Innova-Tech srl, azienda operativa sul territorio che
fornisce supporto tecnico di campo;

e in ogni unita campionaria (UC):

sono stati eseguiti il riconoscimento e la georeferenziazione di popolazioni resistenti
(R) di specie appartenenti al genere Echinochloa
sono stati prelevati campioni di piante R, di semi di piante R, campioni in
popolazioni polimorfe
sono stati raccolti dati metoerologici ARPA (temperatura aria, umidita relativa,
precipitazioni, vento)

sono stati realizzati i rilievi floristici e fitosociologici secondo il metodo di Braun-
Blanquet nelle fitocenosi sinantropiche individuate, allo scopo di studiare gli aspetti
floristico - vegetazionali delle comunita vegetali presenti e di effettuare, dove
possibile, un loro inquadramento sintassonomico. Premesso che la superficie da
rilevare dipende dall’estensione delle singole aree comprese nelle UC, sono state
considerate mediamente superficidi 10 mx 10 m

sono state inoltre eseguite osservazioni, ripetute circa mensilmente, relativamente
alle diverse fasi fenologiche delle specie presenti rilevando il numero di piante che
raggiungono la fioritura, la fruttificazione e la produzione di semi
sono stati prelevati campioni di terreno secondo il metodo non sistematico a X: (1 kg
di terreno ottenuto da 12 prelievi per sito a un'unica profondita 2-25 cm) per lo studio
dei caratteri abiotici e biotici nelle UC in cui sono state riconosciute le popolazioni R
e in alcune in risaie prive di popolazioni R al fine di avere test di controllo in bianco.

Sono state visitate 36 aziende agricole, di cui:



- 33 gestite secondo i principi della Direttiva 2009/128/CE
- 1 aproduzione agricola integrata (volontaria) - operazione 10.1.01 PSR 2014/2020
- 2 arisicoltura biologica (no prodotti fitosanitari - PF)

Mediante il software Q-GIS3 E stata realizzata la mappa di distribuzione delle UC nelle quali sono
state rilevate e georeferenziate le popolazioni di Echinochloa resistenti (HeR)

di

distribuzione delle UC nelle quali sono state rilevate
popolazioni di Echinochloa resistenti

le aree rosse rappresentano i comuni in cui GIRE ha segnalato HeR;

1 quadrati rossi rappresentano le aziende all'interno dei comuni in cui GIRE
ha segnalato HeR;

1 quadrati verdi e gialli rappresentano le aziende all'interno dei comuni in
cui GIRE non ha ancora segnalato HeR;

2. LAVORO DI LABORATORIO

Sono stati eseguiti

e determinazione dei campioni di Echinochloa spp R raccolti basata sull’utilizzo dalle chiavi
di determinazione di Carretero (1981), Costea & Tardif (2002) e Tabacchi (2006)
e studio morfometrico dei campioni di Echinochloa spp R raccolti analizzando 1 parametri
proposti dalle tre chiavi utilizzate tra cui:
lunghezza e larghezza della spighetta
rapporto tra il gluma inferiore e la lunghezza della spighetta
lunghezza, larghezza e morfologia della cariosside
colore della porzione basale del culmo



spighette e cariossidi base del culmo

I campioni esaminati fino ad ora appartengono alle seguenti specie:
* E. crus-galli (L.) Beauv,
* E. oryzicola (Vasinger) Vasinger
* E. oryzoides (Ard.) Fritsch.

e analisi fattori edafici biotici

= analisi delle comunita microbiche del suolo

- riconoscimento e analisi delle comunita fungine di risaia - metodo colturale (Caretta
et al., 1987)

- analisi della biodiversita specifica delle comunita fungine del suolo di risaia (indici
di diversita)

- preparazione librerie metagenomiche delle comunita batteriche e fungine (estrazione,
quantificazione del eDNA del suolo di risaia e amplificazione selettiva comunita
batteri e funghi)

e analisi della biodiversita specifica delle comunita vegetali di risaia (indici di diversita)

e analisi mediante marcatori molecolari microsatelliti (SSR) degli amplificati ottenuti da DNA
di Echinochloa spp. per lo studio dei polimorfismi intraspecifici

3. ATTIVITA DIVULGATIVA

Sono stati realizzati




e logo

e sito internet https://epiresistenze.unipv.it

e canali social dedicati
- https://twitter.com/epiresistenze
- https://www.instagram.com/progetto_epiresistenze/
- https://www.facebook.com/EPIresistenze/

e partecipazione alla manifestazione “Autunno Pavese” edizione 2019 con uno stand dedicato
alle attivita di UNIPV, poster, brochure.

e partecipazione al XI International Scientific Agriculture Symposium “Agrosym 2020” 8 — 9
ottobre 2020. organizzato in streaming. Cusaro CM, Caporrella G, Domenichetti A, Quaroni
C, Milesi E, Pozzi T., Bartolini M., Rattini D. Brusoni M.. MAPPING OF HERBICIDE
RESISTANT ECHINOCHLOA SPP. POPULATIONS IN NORTHERN ITALY
(LOMBARDY REGION). Book of Abstracts: 242. (Abstract in Appendice)

e video-intervista che € stata pubblicata su youtube
https://www.youtube.com/watch?v=13yE619C0dY e che sara pubblicata su AgroNotizie.

e istituita sui fondi del progetto una borsa tematica dal titolo “Herbicide resistances and
epigenetic mechanisms” nell’ambito del Dottorato in Scienze della Terra e dell' Ambiente

e tesi Laurea triennale in Scienze e Tecnologie per la Natura dal titolo ”Riconoscimento di
popolazioni di Echinochloa spp. che presentano fenomeni di resistenza agli erbicidi in
ambiente di risaia”

e la Societa Agraria di Lombardia ha dato notizia degli sviluppi del progetto attraverso il suo
profilo LinkedIn e sul sito www.agrarialombardia.it nella sezione “Agricoltura ¢ cultura”.

Le missioni e le attivita di campo e di laboratorio sono state forzatamente sospese dal 21 febbraio al
18 maggio 2020 a causa del lockdown dovuto a emergenza covid-19, che ha impedito la
realizzazione di una conferenza prevista per il mese di marzo 2020.

L’attivita di ricerca prevista dal progetto continuera nel corso del 2021. I signori Soci della Societa
Agraria di Lombardia che volessero compilare il questionario conoscitivo rivolto ai risicoltori o che
desiderassero ulteriori informazioni sono pregati di segnalarlo mediante invio di una mail
all’indirizzo info@agrarialombardia.it .

*si ringrazia per la collaborazione la prof.ssa Maura Brusoni del DSTA dell’Universita degli Studi
di Pavia
Le immagini che seguono sono tratte da https://epiresistenze.unipv.it/
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PROGETTO EPIRESISTENZE

RESISTENZA AGLI ERBICIDI E
MECCANISMI EPIGENETICI:
APPROCCIO INNOVATIVO A UNA
PROBLEMATICA FITOSANITARIA
EMERGENTE

PROGETTO FINANZIATO DA REGIONE
LOMBARDIA D.G. AGRICOLTURA,
ALIMENTAZIONE E SISTEMI VERDI, SVILUPPO,
INNOVAZIONE E PROMOZIONE DELLE
PRODUZIONI E DEL TERRITORIO, SERVIZI ALLE
IMPRESE AGRICOLE E MULTIFUNZIONALITA,
BANDO PER IL FINANZIAMENTO DI PROGETTI DI
RICERCA IN CAMPO AGRICOLO E FORESTALE

$ Regione
Lombardia

IL PROGETTO EPIRESISTENZE

MAPPATURA DEI FENOMENI DI RESISTENZA AGLI ERBICIDI PER IL

GENERE ECHINOCHLOA SUL TERRITORIO RISICOLO LOMBARDO

E CLASSIFICAZIONE IN BASE AL RELATIVO MECCANISMO

GENETICO E/O EPI-GENETICO.
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