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Genetically modified crops are presented as an essential
straightforward development that will increase yields through
techniques which merely extend traditional methods of plant breeding.

I am afraid I cannot accept this... I believe that this kind of modification
takes mankind into realms that belong to God, and God alone.

Carlo, Principe di Galles
in “Seeds of disaster”, Daily Telegraph, 1998

Spetta ai prelati, ai nobili, ai grandi funzionari dello Stato

essere depositari e custodi delle verita conservatrici;

insegnare alle nazioni quel che é bene; quel che é vero e quel che é
falso nell’ordine morale e spirituale. Gli altri non hanno il diritto

di ragionare su questo genere di argomenti. Hanno le scienze naturali
per divertirsi. Di che cosa potrebbero lagnarsi.

di Joseph De Maistre in “Soirées de Saint-Petersbourg”, 1821

1l Re di Brobdingnag... diceva di essere persuaso che chi riusciva
a far crescere due pannocchie, o due fili d erba in una zolla

in cui prima ne cresceva uno solo era pin benemerito dell umanita
e rendeva maggior servizio al proprio Paese che non tutta la razza
dei politicanti messa insieme.

Jonathan Swift in “I viaggi di Gulliver”, 1726
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INTRODUZIONE

Questa rassegna prende in considerazione le Piante Geneticamente Modificate che nel testo,
per comodita, saranno abbreviate in PGM (i nomi comuni delle piante citate nel testo sono
riportati in Appendice A).

La storia dell’umanita ¢ stata molto spesso caratterizzata dalla contrapposizione tra coloro
che sostengono i cambiamenti e coloro che non vogliono attuarli, perché certi cosi di non
incorrere in rischi sconosciuti. Per questa ragione, anche se 1’alimentazione ¢ stata sempre una
delle maggiori preoccupazioni dell’'umanita, i cambiamenti nel modo di procacciarsi il cibo
sono stati accettati molto lentamente.

I primi tentativi di coltivare piante commestibili (avvenuti circa 10.000 anni fa con la nascita
dell’agricoltura) dovuti — secondo le ultime teorie — alla scarsita di selvaggina, furono,
probabilmente, derisi dai cacciatori e reazioni piu violente subirono gli agricoltori italiani che,
nel 1948, su indicazione del Ministero dell’ Agricoltura e Foreste, avevano piantato i primi ibridi
di mais. I giornali dell’epoca descrivono campi distrutti e cascine incendiate in nome della
tradizione che considerava i nuovi mais “innaturali” (1).

La maggior parte delle persone e delle organizzazioni, che mostra forti preoccupazioni di
fronte all’applicazione delle biotecnologie in agricoltura, ha poca o nessuna conoscenza dei
processi che sono stati utilizzati in passato per modificare le piante coltivate e delle conseguenze
che tali modifiche hanno determinato sulle odierne piante di interesse agricolo.
L’addomesticamento degli animali e delle piante selvatiche ha trasformato rapidamente la
societa umana, costituita da cacciatori e nomadi, in comunita libere dal compito quotidiano di
trovare il cibo e per le quali, lo sviluppo della scrittura, della letteratura, della scienza e della
tecnologia, € stata una conseguenza diretta di tale trasformazione sociale.

L’intervento dell’'uvomo ha modificato, nel corso del tempo, le piante coltivate: ogni pianta
coltivata, oggi, ¢ una lontana discendente di una o pill specie selvatiche. E probabile che la
selezione delle piante coltivate, cio¢ 1’azione dell’'uomo mirata a scegliere per la riproduzione e
coltivazione solo i genotipi migliori, sia avvenuta per tentativi ed errori: i primi uomini devono
aver provato a mangiare moltissime piante delle quali alcune velenose, scelte tra le circa
250.000 a disposizione, prima di selezionarne circa un migliaio adatte alla coltivazione.

Attualmente, il numero di specie coltivate nel mondo ¢ di circa un migliaio, ma le piu
importanti sotto il profilo economico/alimentare sono poco piu di 100, di cui solamente quattro
specie (frumento, mais, riso e patata) costituiscono il 50% della produzione agricola totale. |
nostri antenati, attraverso un processo di selezione accurata, hanno, infatti, modificato
significativamente il fenotipo/genotipo delle piante coltivate, agendo selettivamente su alcuni
caratteri come l’eliminazione della dispersione al suolo dei semi, la sincronizzazione della
maturazione, la riduzione della lunghezza del tempo di maturazione, 1’eliminazione o la
riduzione della concentrazione di tossine e fattori antinutrizionali, la dormienza dei semi,
nonché I’aumento della dimensione di semi e frutti.

Un esempio di tali modifiche ¢ visibile nell’evoluzione del Lycopersicon sp., le cui
dimensioni, aumentate di 1.000 volte rispetto alla controparte selvatica, hanno dato origine al
pomodoro attuale e della banana (Musa paradisiaca) nella quale, a seguito di eliminazione dei
semi, la riproduzione delle varieta consumate in Occidente avviene esclusivamente tramite gli
stoloni. La selezione e la modifica degli habitat naturali finalizzate alla creazione di spazi ad uso
agricolo hanno causato, nel corso del tempo, una consistente perdita della biodiversita.

Molti altri esempi possono essere portati per dimostrare che I’agricoltura stessa ha ribaltato
la direzione della selezione naturale rendendo vitali e adatte alle esigenze dell’'uomo mutazioni
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sfavorevoli per le piante selvatiche (2, 3). Alcuni archeologi, ad esempio, hanno osservato in
reperti di frumento risalenti a circa 10.000 anni fa e rinvenuti nella citta di Gerico, che la rigidita
della spiga di questo cereale ¢ derivata dalla mutazione di un singolo gene. A causa di tale
rigidita, la spiga matura non si disarticola e non rilascia i suoi semi nel terreno. Questa
mutazione sarebbe letale per una pianta selvatica che avendo invece una spiga fragile puo
diffondere i semi maturi e garantire cosi la propria sopravvivenza negli anni e la colonizzazione
di nuovi territori (3).

All’intervento dell’'uomo si sono poi aggiunte le mutazioni e le ibridazioni spontanee. Il
frumento tenero odierno, originatosi spontaneamente circa 10.000 anni fa grazie all’ibridazione
crociata di specie coltivate di grano con Triticum tauschii (specie selvatica non commestibile),
nella scala temporale dell’evoluzione, ¢ da considerarsi relativamente recente. Tutti i
cambiamenti apportati dall’uomo hanno drasticamente ridotto la capacita delle piante da
raccolto di sopravvivere da sole in natura, rendendole totalmente dipendenti dalle cure costanti
dell’uomo.

L’inizio della navigazione transoceanica ha favorito la dispersione delle piante coltivate dal
luogo della loro prima coltivazione ad altri continenti nei quali hanno assunto, successivamente,
importanza preminente. Ad esempio, il caffeé, originario dell’Etiopia, ¢ oggi coltivato
prevalentemente in America centrale, meridionale ¢ in Asia mentre altri alimenti, considerati
parte integrante della cultura alimentare italiana, quali il pomodoro, le zucchine, i fagioli e la
patata, provengono dalle Americhe o, come la melanzana, I’arancia e il limone dall’ Asia.

Anche altri alimenti sono stati introdotti recentemente nell’alimentazione umana: il kiwi, ad
esempio, ¢ stato selezionato ai primi del ‘900 in Nuova Zelanda da una pianta selvatica non
commestibile, originaria della Cina; la fragola (Fragaria x ananassa) ¢ un ibrido risultante da
un incrocio accidentale, avvenuto in Francia nel 1776 tra due varieta selvatiche, raccolte per
collezione, una nota per il suo sapore (Fragaria chiloensis), originaria del Cile, e una originaria
della Virginia (Fragaria virginiana) nota per le sue grandi dimensioni. All’inizio degli anni ’60,
il colza ¢ stato sottoposto ad un attento programma di selezione per eliminare dalle varieta
coltivate un composto tossico, I’acido erucico, e un’altra pianta, oggi coltivata su circa un
milione d’ettari, il triticale, ¢ stata ottenuta artificialmente tramite la combinazione dei genomi
del frumento e della segale (due generi distinti che non si interfecondano in natura).

Alle tecniche tradizionali di trasformazione delle piante da raccolto si affiancano oggi nuovi
strumenti di modificazione genetica come le radiazioni ionizzanti (raggi gamma, raggi X,
neutroni) e i mutageni chimici. Negli anni ’50 esistevano in vari Paesi del mondo dei e veri e
propri “giardini atomici” dove le piante erano coltivate in circolo intorno ad una sorgente
radioattiva, di solito costituita da Co®; le piante piu vicine alla sorgente generalmente morivano,
quelle a distanza intermedia sviluppavano tumori o avevano problemi di sviluppo, in quelle piu
lontane, talvolta, comparivano mutazioni favorevoli.

E con I’uso delle radiazioni ionizzanti che nel 1974 nei laboratori del Comitato Nazionale
per ’Energia Nucleare (CNEN oggi ENEA), si ottenne una mutazione nella varieta di frumento
duro “ Senatore Cappelli” (dal nome del senatore che nei primi anni dello scorso secolo finazio
le ricerche del genetista Nazareno Strampelli). La variante radio-indotta cosi ottenuta, fu
incrociata con una varietd di grano tenero a bassa taglia del Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz & Trigo (CIMMYT, Messico) per dare origine alla varieta denominata
“Creso”; il fusto di questa varieta ¢ piu corto di quello originario, per evitare o ridurre
“I’allettamento” cio¢ 1’abbattimento della pianta sul terreno in caso di temporali o forti raffiche
di vento, con conseguente calo produttivo.

Per oltre 20 anni, Creso ¢ stata la varieta piu coltivata in Italia ed ¢ entrata nella genelogia di
decine di varieta di grano duro tuttora coltivate nel nostro Paese su centinaia di migliaia di
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ettari. Altre varianti derivate dal Creso sono state poi sviluppate in Paesi come Cina, Australia,
Argentina, Stati Uniti Canada e India.

Nel 1994, I’India ha riconosciuto al Prof. Scarascia Mugnozza il merito di aver contribuito
con questa varieta a ridurre i rischi di carestia nel mondo e a garantire ai coltivatori 1’accesso
alle migliori risorse, intitolando a suo nome lo “Scarascia Mugnozza Community Genetic
Resource Centre and Gene Bank” creato dalla M. S. Swaminathan Research Foundation nella
costa est dell’India.

L’uso di queste tecniche ha accelerato artificialmente cid che pud avvenire in natura a causa
di mutazioni spontanee dovute ai raggi ultravioletti o ai raggi cosmici: il FAO/IAEA Mutant
Varieties Database (http://mvgs.iaea.org/, ultima consultazione 19/12/2016) elenca piu di 2.000
varieta di piante coltivate, modificate geneticamente con queste tecniche. Purtroppo, queste
tecniche grossolane di trasformazione possono coinvolgere decine di geni con il rischio che
alcuni di questi possano codificare per sostanze tossiche o nocive. Nonostante questo rischio
potenziale, non ci sono normative che obblighino a sottoporre le varieta vegetali mutagenizzate
a valutazioni scientifiche su eventuali pericoli per la salute o per I’ambiente derivanti dalla loro
coltivazione e consumo alimentare, come invece avviene per gli PGM.

E stato, infatti, osservato che una varieta di sedano, selezionata per la resistenza agli insetti,
provocava irritazioni cutanee nei lavoratori; sottoposta ad analisi ¢ stato visto che conteneva
6.200 ppb di psolarene, una sostanza urticante, che diventa attiva alla Iuce del sole, contro gli
800 ppb della varieta di sedano di controllo (4). Naturalmente questa varieta non ¢ stata piu
coltivata; stessa sorte ¢ toccata alla patata Lenape, ritirata dal commercio perché, a causa
dell’alto contenuto in solanina (un glicoalcaloide), superiore a quello consentito dalla Food and
Drug Administration (FDA) (5), provocava la nausea nei consumatori. In California e Alabama,
nel 1982, una varieta di zucchina ¢ stata ritirata dal commercio perché conteneva una
concentrazione molto alta di cucurbitacina, un glucoside citotossico gia noto per avere causato
nel Queensland in Australia 1’avvelenamento di 22 persone che avevano mangiato un’altra
varieta di zucchina con le stesse caratteristiche (6).

Questi episodi non devono sorprendere perché le piante, nel corso dell’evoluzione, hanno
sviluppato la produzione di diverse sostanze chimiche per proteggersi da malattie fungine,
insetti fitofagi, nematodi o animali erbivori e molte di queste sostanze sono tossiche o
cancerogene. Non vi ¢ dunque e non vi € mai stato un alimento di origine vegetale del tutto
innocuo. Con questo non si vuole affermare che gli alimenti siano pericolosi, ma, come ha
riconosciuto per primo Paracelso, circa 400 anni fa: “Ogni sostanza ¢ veleno e nessuna ¢
perfettamente innocua; soltanto la dose ne determina la velenosita”.

Noi assorbiamo ogni giorno a livelli molto bassi, e a causa della nostra dieta, da 5.000 a
10.000 sostanze tossiche naturali. Il caffé tostato, per esempio, contiene circa 1.000 sostanze
chimiche diverse. L’analisi di 27 tra queste ha dimostrato che 16 possono essere cancerogene
per il topo, Alcune piante possono produrre effetti a lungo termine, come nel caso della cassava,
molto consumata in Africa, che contenendo glucosidi cianogenici, se non viene trattata, puo
causare la paralisi degli arti, 0 come una varieta di piselli, coltivata in India, che contiene livelli
molto alti di una potente neurotossina.

In realta, I'uso dell’ingegneria genetica nella produzione di PGM (7) dovrebbe essere
considerato come un miglioramento rispetto alle grossolane tecniche di selezione utilizzate fino
ad oggi: I’introduzione diretta di uno o piu geni, scelti per le loro caratteristiche, permette,
infatti, modifiche meno grossolane e piu prevedibili di quelle ottenute ibridando tra loro specie
diverse o utilizzando metodiche di mutagenesi. Nonostante questo, ancora oggi, parlare di PGM
genera in molte persone reazioni del tutto negative; d’altra parte questa paura esagerata delle
innovazioni e la percezione che prodotti piu conosciuti o “naturali” siano, in ogni caso, piu
sicuri € una costante (8-12) che si ritrova spesso nel corso della storia.
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La storia dell’inizio della coltivazione della patata pud essere un buon esempio di quanto
tempo possa essere necessario per “accettare” un nuovo alimento. La patata (Solanum
tuberosum) ¢ originaria delle Ande dove viene coltivata oltre i 3.000 metri di altitudine. Questa
pianta ¢ quindi adatta a suoli leggeri, giornate corte con basse temperature notturne e scarsa
umidita. A seguito della sua importazione in Europa, intorno al 1580, essa fu coltivata solo
come pianta ornamentale perché si riteneva che la sua parte edibile fosse costituta dai semi, che
oggi sappiamo provocare problemi digestivi (13). Intorno al 1660, questa pianta, che ormai si
era anche adattata a crescere in climi con elevata umidita, basse temperature, giornate
relativamente lunghe e notti calde, diventava I’alimento base degli irlandesi mentre in Francia si
riteneva ancora che causasse la lebbra, il colera, la rickettsia e la tubercolosi. Per avviare la
coltivazione estensiva di questo tubero, bisogna infatti aspettare il 1786, anno in cui Parmentier
ottenne il permesso dal Re Luigi XVI di Francia di sperimentare la coltivazione della patata su
una ventina di ettari, convinto che essa potesse sostituire il grano negli anni di carestia, cosa che
avvenne dopo la rivoluzione francese.

Si potrebbero fare molti altri esempi come per la coltivazione del caffe, di cui, nel 1674,
alcuni gentiluomini inglesi chiesero la messa al bando o del pomodoro che all’inizio veniva
coltivato solo per I’'uso nell’alimentazione dei maiali e quindi poco considerato fino alla fine del
“700 (14).

Quando si valutano 1 rischi associati all’uso di PGM, bisogna ricordare che tutte le piante
possiedono sequenze geniche (i retrotrasposoni) capaci di muoversi da una localizzazione del
genoma ad un’altra; questi spostamenti possono modificare 1’espressione genica, agendo come
sito di rottura cromosomica e di riarrangiamento — cosi come potrebbe fare un transgene (15).

La selezione delle piante coltivate, a causa di questa plasticita cromosomica, ha avuto, tra gli
altri, anche I’effetto che varieta differenti della stessa pianta possano avere un diverso contenuto
di DNA o una diversa localizzazione cromosomica dei geni codificanti. Queste variazioni,
probabilmente, hanno contribuito all’adattamento evolutivo delle piante coltivate, come si
osserva dalle differenze nelle dimensioni del genoma di molte piante (16, 17). Ad esempio,
varieta diverse di mais possono differire tra loro del 42% (16) nel contenuto in DNA, varieta di
peperoncino del 25% (19) e varieta di soia del 12% (20). Anche I’eterosi (aumentato vigore o
lussureggiamento) degli ibridi F1 di mais ¢ in parte dovuta alla diversa localizzazione dei geni
nelle varieta parentali usate per produrre gli ibridi stessi.

In altre parole, questa variabilita nel contenuto di DNA indica che le diverse cultivar
possono differire tra loro anche per piu di 100 milioni di coppie di basi nel DNA. Considerando
che la mobilita dei geni nelle piante coltivate & stata dimostrata e che non tutti i geni si trovano
nella localizzazione originaria della varieta selvatica (21) ¢ possibile affermare che le piante
oggi coltivate possono tollerare, senza problemi di sicurezza, forti variazioni nel loro contenuto
di DNA.

I geni delle piante possono anche spostarsi dai genomi degli organelli ai genomi del nucleo e
viceversa (22, 23) e anche tra mitocondri di specie, non correlate tra loro e sessualmente
incompatibili (24). Gli effetti di tali trasferimenti sono dimostrabili nel differente numero di
trasposoni e di retrotrasposoni presenti in individui diversi della stessa specie, che possono,
pertanto, non avere lo stesso numero di geni (25, 26). Questi risultati non sono sorprendenti
considerando che nuovi geni possono avere origine nei mitocondri (27) e che, alcune piante,
possono creare nuovi geni con funzioni totalmente nuove mescolando e unendo parti di altri
geni (28).

L’approccio alla valutazione della sicurezza d’uso delle PGM ¢ quindi distorto dal fatto che
prodotti simili con impatti ambientali e flussi genici confrontabili sono regolamentati con
modalita differenti. Infatti, se un selezionatore produce con metodi tradizionali o con metodi
biotecnologici, un mais tollerante 1’erbicida, i due eventi risultanti saranno esaminati, per quanto
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riguarda i possibili rischi, in modo diverso. L’evento GM prevede una valutazione approfondita
del rischio con costi molto elevati, mentre I’evento non GM, con impatto ambientale, compreso
il flusso genico, simile alla PGM, sara sottoposto a verifiche minime. Al contrario, non ¢
regolamentata la produzione di nuove cultivars ottenute con 1'uso di radiazioni o con la
mutagenesi chimica, due metodiche che coinvolgono migliaia di geni, nonostante che lo studio
tramite microarrays dell’espressione di queste migliaia di geni abbia dimostrato che le
radiazioni causano un riarrangiamento “perturbazione genica” molto maggiore di quella causata
dall’inserimento di un transgene (29).

Questo diverso sistema di valutazione, molto piu severo nei confronti di ipotetici rischi legati
eclusivamente all’uso della biotecnologia quale metodo di produzione di una nuova varieta, ha
profondamente influenzato sia la regolamentazione delle PGM -generando un eccesso
regolatorio- sia la percezione dell’opinione pubblica rispetto a questi argomenti (30, 31).

Molti sono i riferimenti bibliografici utili ad approfondire lo sviluppo delle biotecnologie nel
corso del tempo; Lurquin (7), ad esempio, descrive il percorso delle idee che ha portato allo
sviluppo delle PGM, Charles (32) ha analizzato il confronto economico e sociale che ha
accompagnato tale sviluppo mentre, in Italia, Meldolesi (8) ha analizzato il dibattito politico
italiano in questo settore. Un’analisi documentata sui benefici delle PGM ¢ presentata nel libro
“Perche gli OGM?”, curato da Cadelo (33).

La trasformazione di una pianta si ottiene tramite I’inserimento, in modo stabile, di un gene
estraneo, selezionato da un differente organismo o dalla stessa pianta e successivamente
modificato in laboratorio prima dell’inserimento. Per 1’Unione Europea una PGM ¢ un
organismo il cui materiale genetico (DNA) ¢ stato alterato in un modo che non avviene
naturalmente per fecondazione o ricombinazione.

Tale trasformazione ¢ stata resa possibile grazie all’utilizzo delle tecniche di coltura in vitro
delle cellule vegetali. Queste cellule, in presenza di opportune concentrazioni di ormoni
vegetali, sono capaci di formare un tessuto indifferenziato, detto callo, dal quale ¢ possibile,
variando I’apporto di nutrienti, ottenere la pianta completa.

Trattando con cellulasi e pectinasi le stesse cellule vegetali in coltura si ottengono i
protoplasti, cellule vegetali prive della parete cellulare (34). I protoplasti appartenenti a specie
diverse possono fondere tra loro, superando le barriere d’incompatibilita sessuale, dando poi
origine agli ibridi somatici. All’inizio degli studi si era ipotizzato che questa tecnica avrebbe
permesso di ottenere nuovi ibridi provenienti dalla fusione di protoplasti di piante diverse, ma i
risultati furono deludenti e anche la microiniezione o 1’elettroporazione di DNA esogeno nei
protoplasti diede frequenze di trasformazione molto basse.

Nel corso del tempo 1’utilizzazione di Agrobacterium tumefaciens, un batterio presente nel
suolo, nel processo di trasformazione (35) ha permesso di mettere a punto metodi piu efficienti.

Questo microorganismo, che non colonizza i tessuti integri, ¢ un parassita delle piante
dicotiledoni e alla presenza di ferite nelle radici, induce la formazione di tumori del colletto
(crown gall), trasformando le cellule vegetali mediante I’iniezione di un plasmide, denominato
Ti (Tumor inducing). 1l plasmide Ti contiene una regione, denominata T-DNA (Transferred
DNA), che viene inserita nel genoma della cellula vegetale infettata (35-38) e una regione,
denominata vir, che contiene i geni per la virulenza. All’interno della regione T-DNA sono
presenti degli oncogeni che, attraverso la produzione di ormoni vegetali (39), determinano la
crescita tumorale e la formazione del tumore del colletto.

Per effettuare la trasformazione delle piante, il plasmide Ti viene disarmato con
I’eliminazione degli oncogeni dalla regione T-DNA. Introducendo il gene di interesse nella
regione T-DNA del plasmide disarmato ¢ quindi possibile il suo inserimento nel genoma della
pianta, le cui cellule vengono poste ad incubare in un terreno di coltura idoneo sia per la crescita
del batterio che delle cellule vegetali.
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I meccanismi biologici e fisici di trasformazione sono stati pubblicati in numerose rassegne
(39-46), alle quali si rimanda per una descrizione dettagliata delle metodologie di
trasformazione.

Le limitazioni principali di questa tecnica sono principalmente due: la prima deriva dal fatto
che I’inserimento del gene esogeno avviene per ricombinazione in modo sostanzialmente
casuale soprattutto nelle regioni piu ricche di geni (47, 48); la seconda ¢ dovuta al fatto che
questa tecnica ¢ meno efficace per la trasformazione delle monocotiledoni che non vengono
infettate dal batterio.

Infatti la trasformazione di queste specie quali ad esempio frumento, riso, mais, orzo, segale,
miglio, ecc., che costituiscono le piante da raccolto pit importanti per 1’alimentazione umana e
animale, ¢ stata resa possibile tramite bombardamento del callo embriogenico con
microparticelle d’oro o tungsteno, ricoperte con il DNA transgenico che si vuole introdurre (44,
45, 49) nella pianta stessa.

Nel corso del tempo ’efficienza di trasformazione delle monocotiledoni ¢ migliorata, tramite
I’uso combinato del bombardamento con microproiettili ¢ di Agrobacterium tumefaciens;
recentemente, inoltre, sono state sviluppate due nuove metodologie, la prima basata sull’uso di
Rhizobium sp., Sinhorhizobium meliloti e Mesorhizobium loti (50), la seconda sull’iniezione
nell’apice dello stilo (51) di colture di Agrobacterium contenente il transgene.

Attualmente, sono in corso di sviluppo nuove tecniche di trasformazione delle piante. Queste
tecniche sono state analizzate in dettaglio dal Joint Research Center della Commissione europea
perché alcune di esse eludono la definizione legale di OGM della Direttiva 2001/18/EC (52). In
un futuro prossimo potrebbero entrare in commercio, a meno di modifiche legislative ad hoc,
PGM non sottoposte al vaglio rigoroso previsto per le PGM. La presente rassegna prende in
esame solamente le PGM che rispondono alla definizione della suddetta Direttiva.
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1. ASPETTI GENERALI DELLA VALUTAZIONE
DELLA SICUREZZA D’USO DELLE PGM
NELL’ALIMENTAZIONE UMANA E ANIMALE

Le considerazioni sulla sicurezza d’uso in alimentazione umana e animale di una PGM sono
fondamentalmente le stesse che si possono fare per un organismo il cui genoma sia stato
modificato con tecniche convenzionali come la selezione e ’incrocio (1, 2), tuttavia il dibattito
sulle PGM ha sensibilizzato I’opinione pubblica su alcuni temi come 1’allergenicita, la resistenza
agli antibiotici e il flusso genico. Inoltre, studi effettuati sulla percezione dei consumatori verso gli
alimenti derivanti o contenenti organismi geneticamente modificati hanno evidenziato una chiara
segmentazione tra coloro che mostrano una certa apertura alle PGM in campo agroalimentare e
coloro che si pongono in una posizione di chiusura verso questa innovazione (3-6).

La valutazione della sicurezza d’uso delle PGM si basa sui principi fondamentali e su
metodologie che sono state individuate, sin dagli anni ’90, a seguito di studi effettuati da
organizzazioni internazionali e sopranazionali (Organisation for Economic Co-operation and
Development, OECD; Food and Agriculture Organization, FAO; World Health Organization,
WHO) e da istituzioni scientifiche di molti Paesi. La valutazione si basa essenzialmente sul
principio dell’equivalenza sostanziale che viene stabilita mediante la valutazione delle
caratteristiche morfologiche, molecolari, agronomiche e relative alla composizione chimica
delle PGM. Queste valutazioni vengono effettuate mediante il confronto tra la PGM e la sua
controparte tradizionale coltivate nelle stesse condizioni agronomiche e ambientali. L’analisi
comparativa consente di evidenziare le eventuali differenze su cui basare le successive
valutazioni nutrizionali e tossicologiche necessarie per dimostrare che la PGM e i suoi prodotti
derivati sono sicuri come la controparte tradizionale. In Italia tale valutazione ¢ stata effettuata
negli anni 1993-2003 dalla Commissione Interministeriale di Valutazione delle Biotecnologie
(Appendice B).

Questi principi sono stati recepiti dalla legislazione europea (7-9) dal Regolamento (CE)
258/1997 sui nuovi prodotti e i nuovi ingredienti alimentari e successivamente dalla Direttiva
18/2001/CE e dal Regolamento (CE) 1829/2003 relativo agli alimenti e ai mangimi
geneticamente modificati. Questo Regolamento ¢ stato modificato dal Regolamento di
esecuzione (EU) 503/2013 che descrive nell’Allegato II la documentazione e i dati scientifici
che il richiedente deve presentare per la valutazione del rischio delle PGM. Queste normative
identificano gli aspetti da considerare nella valutazione delle PGM prima della loro
commercializzazione.

La procedura per |’autorizzazione degli alimenti geneticamente modificati, effettuata
inizialmente in base al Regolamento (CE) 258/1997, ¢ stata modificata al fine di garantire
chiarezza, trasparenza ¢ un contesto armonizzato coerente con il nuovo quadro per la
valutazione dei rischi in materia di sicurezza degli alimenti, fissato dal Regolamento (CE)
178/2002. Questo regolamento stabilisce 1 principi e i requisiti generali della legislazione
alimentare, istituisce 1’Autorita europea per la sicurezza alimentare (Furopean Food Safety
Authority, EFSA) e fissa le procedure necessarie per garantire la sicurezza nel campo
alimentare. Quindi, gli alimenti e i mangimi geneticamente modificati vengono autorizzati ai
fini dell’immissione sul mercato soltanto dopo una valutazione scientifica, effettuata dall’EFSA.
Questa valutazione scientifica ¢ seguita da una decisione relativa alla gestione del rischio
adottata dalla Comunita Europea, mediante una procedura di regolamentazione che garantisce
una stretta cooperazione tra la Commissione e gli Stati Membri (Figura 1).
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Richiesta di autorizzazione in base
al Reg. 1829/2003 inviata allEFSA
tramite gli Stati Membri

Valutazione del rischio Vv
ambientale da parte di Obinione scientifica Consultazione
uno Stato Membro <> P €—>»| con gli Stati
. EFSA .
(solo nel caso di Membri

coltivazione)

Valutazione del rischio

Consultazione (—)l Commissione Europea
con il pubblico 1SS! urop

Gestione del rischio

Decisione per votazione
degli Stati Membri
sull'autorizzazione

N

Decisione della Commissione se gli Stati Membri
non raggiungono la maggioranza qualificata

Figura 1. Procedura di autorizzazione per la commercializzazione di PGM in Europa
secondo il Regoalmento (CE) 1829/2003

In base a questa normativa la richiesta di autorizzazione (notifica) viene inviata ad uno Stato
Membro che I’inoltra all’EFSA, che deve, a sua volta, produrre un’opinione scientifica entro sei
mesi; i sei mesi vengono interrotti in caso di richiesta al notificante di ulteriori dati. Gli Stati
Membri, durante il periodo di valutazione, hanno accesso alla notifica di autorizzazione e a tutti
i documenti presentati a supporto della stessa, attraverso la rete EXTRANET dell’EFSA.

Gli Stati Membri hanno, quindi, la possibilita di esprimere opinioni e commenti sulla
notifica. Nel caso in cui la notifica richieda anche I’autorizzazione per la coltivazione, la
valutazione del rischio ambientale viene effettuata da uno Stato Membro.

L’opinione scientifica dell’EFSA viene pubblicata sia sul proprio sito che su quello della
Commissione europea, in modo da essere sottoposta, per 30 giorni, a consultazione pubblica. In
base all’opinione scientifica dell’EFSA e delle osservazioni, derivanti dall’osservazione
pubblica, il Comitato permanente per la catena alimentare e la salute degli animali, composto
dagli Stati Membri, deve decidere se autorizzare o meno la PGM. La decisione deve essere
presa a maggioranza qualificata. Nel caso in cui tale maggioranza non sia raggiunta, la
Commissione europea inoltra la documentazione al Consiglio dei Ministri dove viene presa una
decisione anche in assenza della maggioranza qualificata.

Uno degli aspetti della normativa ¢ quello relativo all’obbligo di etichettatura degli OGM
autorizzati all’immissione in commercio, sancito dal Regolamento (CE) 1829/2003, che ¢ stato
istituito per garantire una scelta consapevole da parte dell’utente finale. Tale obbligo non
sussiste a percentuali di OGM < 0,9% (relativo al singolo ingrediente alimentare o al singolo
componente di un mangime) purché la sua presenza sia accidentale e/o tecnicamente inevitabile.

La valutazione della sicurezza d’uso viene attualmente effettuata in base al documento guida
elaborato dall’EFSA, aggiornato al maggio del 2011 (10).

In generale, 1’obiettivo della valutazione del rischio delle PGM ¢ I’esame delle conseguenze
intenzionali, o0 non intenzionali, della specifica modifica genetica sui componenti dell’alimento.
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E ovvio, percio, che una valutazione appropriata puo essere fatta solo caso per caso, prendendo
in esame una documentazione specifica che contenga:

la descrizione dell’organismo che ¢ stato modificato, comprendente la composizione dei
nutrienti, degli antinutrienti noti, delle sostanze tossiche e degli allergeni, e qualunque
variazione nella composizione di tali costituenti che avvenga nei processi di
trasformazione dell’alimento;

la descrizione dell’organismo donatore, comprese la tossicita e I’allergenicita conosciute
del gene inserito;

la descrizione molecolare della modifica genetica, comprendente il procedimento di
trasformazione e la stabilita del carattere inserito;

I’identificazione dei prodotti del gene inserito;

la valutazione della sicurezza delle nuove sostanze presenti nella PGM;

la valutazione del potenziale allergenico del nuovo alimento;

la valutazione degli effetti non previsti sulla composizione dell’alimento, come la
variazione di concentrazione degli antinutrienti e delle sostanze tossiche e di qualunque
sostanza che mostri una variazione di concentrazione.

Nella Figura 2 ¢ rappresentata in modo schematico la metodologia su cui si basa la
valutazione della sicurezza d’uso delle PGM.

Pianta GM ¢ . Pianta non GM

!

caratterizzazione genotipo composizione fenotipo
molecolare | | |

Valutazione delle differenze

\—I—‘ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, l M........I..—/

gene inserito proteina espressa metaboliti alimento/mangime
| | | |

test specifici

trasferimento genico  allergeneicita, tossicita tossicita tossicita

dati di consumo - esposizione

Valutazione della sicurezza d‘uso

Figura 2. Metodologia per la valutazione della sicurezza d’uso delle PGM

Gli anni trascorsi dall’introduzione sul mercato delle prime PGM e I’esperienza accumulata
nella valutazione della sicurezza d’uso, sia per gli alimenti sia per i mangimi, ci consentono di
poter identificare i problemi scientifici per i quali vi sono metodi di valutazione consolidati e
quelli per i quali vi sono ancora divergenze nell’applicazione (Tabella 1).

In futuro nuovi problemi nella valutazione del rischio deriveranno dalle possibilita
scientifiche emergenti di utilizzare le PGM per la produzione di farmaci, di composti industriali,
nella bonifica dei terreni inquinati, ecc. (1, 2, 11-55).
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Tabella 1. Problemi scientifici nella valutazione delle PGM

Problema Accordo Problemi aperti Mancanza di
scientifico conoscenze
Sicurezza delle  Sono sicuri per Sorveglianza post-marketing quasi Effetti a lungo termine
PGM sul 'uomo. impossibile per gli effetti di sconosciuti sia per le
mercato Nessun effetto confondimento dovuti alla diversita PGM sia per gli alimenti
avverso descritto di diete e alla variabilita genetica convenzionali.
finora delle popolazioni.
Metodi per la Analisi caso per | metodi di valutazione attuali basati  Quanta variazione nella
valutazione caso sulla comparazione di un numero composizione di un
della sicurezza limitato di composti potrebbero non alimento €& accettabile
essere sufficienti per le PGM che dal punto di vista della
non sono sostanzialmente sicurezza?

equivalenti agli alimenti attuali.
Sono in fase di realizzazione
tecniche alternative basate su
analisi di metabolomica.

Benefici per la Molte PGM sono Le PGM del futuro, e alcune in fase Il significato del

salute coltivate facendo un  di autorizzazione hanno un miglioramento
minor uso di contenuto nutrizionale migliorato nutrizionale deve essere
pesticidi dimostrato.

Questa presentazione si limita ad analizzare le PGM ora sul mercato, impiegabili in
alimentazione umana e animale, che sono state valutate secondo le linee guida elaborate da
FAO e WHO (56) facendo uso del concetto di equivalenza sostanziale.

1.1. Equivalenza sostanziale

Il concetto di Equivalenza Sostanziale (ES), enunciato, nel 1991, dall’OECD stabiliva che un
alimento transgenico, che si potesse dimostrare, essere essenzialmente equivalente, come
composizione, ad un alimento esistente, era da considerarsi sicuro. Il concetto fu rielaborato, nel
1996 e ribadito nel 2000, congiuntamente dalla FAO e dalla WHO (56), che identificarono I’ES
come una modalita per dimostrare che le caratteristiche analizzate per 1’organismo
geneticamente modificato, o per lo specifico alimento da esso derivato, sono equivalenti alle
stesse caratteristiche dell’organismo di paragone. I livelli e le variazioni delle caratteristiche
dell’organismo transgenico devono essere all’interno delle variazioni delle stesse caratteristiche
nell’organismo di paragone. L’ES ¢ quindi, piuttosto che un concetto o una formulazione
scientifica, uno strumento analitico, flessibile, da utilizzare caso per caso, paragonando le
caratteristiche dell’organismo progenitore con quelle dell’organismo geneticamente modificato.

11 concetto di equivalenza sostanziale ¢ stato, tuttavia, considerato da alcuni “intrinsecamente
antiscientifico” perché ¢ stato creato per semplificare la valutazione omettendo analisi biochimiche
e tossicologiche” (57). Secondo questi ultimi autori ’alternativa al concetto d’equivalenza
sostanziale ¢ fissarne i livelli accettabili di assunzione giornaliera (Acceptable Daily Intakes, ADI)
calcolati sulla base di analisi simili a quelle effettuate, ad esempio, sugli additivi alimentari, sui
pesticidi e sui farmaci. Questo approccio analitico, applicabile a sostanze chimiche isolate, non ¢
direttamente utilizzabile per valutare la sicurezza di un alimento in toto, che contiene una nuova
proteina, ben caratterizzata, ad una concentrazione inferiore allo 0,1% rispetto alle circa 5.000
proteine totali della pianta. Inoltre, i test tossicologici tradizionali, ben applicabili ad una sostanza
isolata, servono a determinare il No Observed Adverse Effect Level NOAEL), che ¢ la dose piu alta

12
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esaminata, alla quale non si osservano effetti nocivi. Riducendo il NOAEL di un fattore di
sicurezza, o d’incertezza, generalmente pari a 100, si stima (58) la dose accettabile giornaliera
(ADI). Questo metodo non ¢ direttamente applicabile agli alimenti, perché ¢ impossibile alimentare
I’animale con le quantitd necessarie per ottenere una concentrazione sufficiente a causare effetti
nocivi, senza sbilanciare irrimediabilmente la dieta. L’alterazione nutrizionale della dieta, ottenuta
alimentando I’animale con un solo alimento, causerebbe da sola dei danni in grado di mascherare
gli eventuali effetti nocivi dell’alimento in studio. In particolare, la valutazione dell’equivalenza
sostanziale composizionale ¢ stata applicata alla valutazione pre-marketing delle PGM di prima
generazione (59-61). Le analisi effettuate hanno dimostrato che, senza considerare la presenza del
prodotto del gene inserito, non vi erano differenze di composizione, al di la della variabilita
naturale, tra PGM e la controparte non trasformata (Tabella 2).

Tabella 2. Equivalenza sostanziale determinata con I’analisi dei costituenti delle PGM

Pianta Modifica genetica Costituenti analizzati Rif.

Proteine, tomatina, vitamine A, B e C, tiamina,

Poligalatturonidasi antisenso riboflavina, minerali (Ca, Mg, P, Na) 62
Resistente agli insetti Ceneri, umidita, materiali volatili. tomatina, vitamina
Pomodoro Cry1Ab C, minerali (Ca, P, Na, K, Mg, Fe, Cl) 63
Gene rolD Acidi grassi, fenoll, p_ollfgnoll, paroten0|d|, vitamina 64
C, antiossidanti totali, minerali
Alto contenuto in acido laurico, Amminoacidi, acidi grassi, acido erucico, 62,
Colza . L . .
resistente all’erbicida glucosinolati 65
Amminoacidi, acidi grassi, lectine, inibitore della 66
Soia Tollerante il glifosato tripsina, fitoestrogeni, fitati, ureasi, zuccheri, ceneri, 67,
umidita, materiali volatili, carbonio
Resistente agli insetti Amrrypoamdu §0|d| grassi, ceneri, umidita, materiali 68-70
volatili, carbonio, calcio, fosforo
Mais Tollerante il glifosato Cengrl, umlqna, .m.aterlall_ V0|?tl|l, Qarbonlo, fibre, 71-73
amminoacidi, acidi grassi, minerali
Resistente agli insetti Acidi grassi, fenoll, pO|If§nO|I, paroten0|d|, vitamina 64
C, antiossidanti totali, minerali
. . . Ceneri, umidita, materiali volatili, carbonio,
Resistente agli insetti CrylllA glicoalcaloidi, vitamine B e C, acido folico, K 74
Tollerante I'erbicida Ceneri, umidita, carbonio, materiali volatili, 75
clorosulfone amminoacidi
Ceneri, umidita, carbonio, materiali volatili,
Patata Resistente al virus Y amminoacidi, grassi, proteine, destrosio, 76
e agli insetti saccarosio, glicoalcaloidi, niacina, vitamina B6, Cu,
Mg, K
Resistente al virus Y Glicoalcaloidi 77
Esprimente la glicinina di soia anerl, Umlqlta, proteine, lipidi, carboidrati, 78
glicoalcaloidi
Ceneri, umidita, materiali volatili, carbonio,
Tollerante il glifosato amminoacidi, acidi grassi, gossipolo, a-tocoferolo, 79
Cotone aflatossine
Resistente agli insetti e Proteine delle fibre 80

tollerante il glifosato

Peperoncino Resistente ai CMV e TMV Proteine, lipidi, umidita, ceneri. fibre 81

Chitinasi del riso, resistente

Arachide al fungo Sclerotina minor

Ceneri, umidita, grassi, fibre, proteine, sali 82
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Un’analisi degli antinutrienti e delle sostanze tossiche naturali presenti nelle piante ¢ stata
effettuata sulla documentazione presentata all’lUE e agli USA per l’approvazione della
commercializzazione delle PGM (83). I documenti presi in esame riguardavano la colza
(glucosinolati, fitati), il mais (fitati), il pomodoro (tomatina, solanina, ciaconina, lectine,
ossalati), la patata (solanina, ciaconina, inibitori delle proteasi, fenoli) e la soia (inibitori delle
proteasi, lectine, fitati, isoflavoni). Le concentrazioni di questi composti nei prodotti modificati
erano analoghe a quelle degli organismi di provenienza. Variazioni significative, ma dello stesso
segno, si osservavano in entrambi gli organismi, in particolari condizioni ambientali, come la
siccita. L’analisi di composizione deve, percio, sempre essere valutata considerando anche la
variabilita naturale della controparte non trasformata (85-89). In Tabella 3 ¢ riportata, come
esempio, la composizione di due mais transgenici e delle rispettive linee isogeniche.

Tabella 3. Composizione del mais Bt, del mais tollerante I’erbicida Basta con le rispettive linee
isogeniche*

Costituenti Mais isogenico Mais Bt Mais isogenico Mais Bt

Nutrienti in g/kg

Ceneri 15 16 19 18
Proteine 108 98 120 119
Estratto etereo 54 56 31 35
Fibre 23 25 34 30
Amido 710 708 692 701
Lisina 29 3,0 3,3 3,2
Metionina 2,2 2,1 2,6 2,5
Acidi grassi %
Palmitico 12,4 12,5 11,5 11,8
Oleico 31,1 28,6 27,7 27,4
Linoleico 50,0 51,2 57,0 56,3

*Rielaborato da Aulrich et al. (90).

1.2. Mais Bt e micotossine

Nell’analisi di composizione particolare attenzione ¢ stata dedicata alla presenza di
fumonisine nei mais sottoposti a sperimentazione animale, perché le piante indebolite dalla
piralide sono piu facilmente soggette alle infezioni da Fusarium sp., tanto da avere una
concentrazione piu alta in queste tossine rispetto alle piante non attaccate dal fungo (91, 92). Le
specie di Fusarium che infettano il mais possono produrre circa 15 micotossine, capaci di
causare la leucoencefalopatia fatale nei cavalli, ’edema polmonare nei maiali e il cancro nei
ratti di laboratorio (93).

Nell’'uomo va evitata 1’esposizione (94) perché il cancro dell’esofago ¢ stato associato al
consumo di mais con un’alta concentrazione di fumonisine (95). Questi composti sono ora
classificati 2B, come probabili carcinogeni per I’uomo (96). Per tale motivo sono stati condotti
parecchi studi, in differenti localita e su differenti linee transgeniche, sulle concentrazioni delle
principali micotossine nel mais.

Vi sono consolidate evidenze sperimentali che dimostrano la minor concentrazione delle
fumonisine nei mais transgenici resistenti alla piralide (90-117); la minore concentrazione puo
avere un impatto positivo sulla salute delle popolazioni esposte alle fumonisine, attraverso il
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consumo di mais contaminato (117, 118). Il monitoraggio della contaminazione da micotossine,
relativo alla campagna 2013, effettuato dall’Unita di Ricerca per la Maiscoltura di Bergamo sui
centri di stoccaggio cooperativo in pianura padana, ha rilevato che il 62% dei campioni aveva
un contenuto in fumonisine superiore a 4000 pg/kg, valore limite per 1’'uso alimentare umano
(Regolamento (CE) n. 1126/2007 della Commissione UE del 28/9/2007) (119).

A titolo di esempio, I’adozione del mais Bt puo apportare un beneficio alla popolazione del
Friuli-Venezia Giulia che ha un’incidenza piu alta della popolazione nazionale di tumori delle
alte vie respiratorie (120); popolazione per la quale il consumo di mais ¢ stato gia riconosciuto
come un fattore di rischio (121). Inoltre, ¢ evidente che 1’utilizzo di mais Bt nell’alimentazione
animale, determinando una riduzione in fumonisine, rappresenta un vantaggio per la salute
animale con un conseguente impatto positivo per gli allevatori.

Gli studi comparativi effettuati per valutare la riduzione dei livelli di contaminazione da altre
micotossine (aflatossine, zearalenone e deossinivalenolo) hanno evidenziato risultati discordanti
dipendenti dall’evento transgenico. dalle precipitazioni, dalla data della semina e dall’eventuale
raccolto tardivo. Le PGM da sole non garantiscono un sistematico controllo di queste
micotissine (92, 101, 103, 104, 106-108, 112, 113, 117); controllo che puo essere facilitato dalla
scelta dell’evento transgenico e da una buona gestione dei campi coltivati a PGM.

1.3. Conclusioni

La sicurezza d’uso delle PGM si basa sul principio dell’equivalenza sostanziale che viene
stabilita mediante la valutazione delle caratteristiche molecolari, agronomiche morfologiche e
relative alla composizione chimica delle PGM derivanti dal confronto tra PGM e la sua
controparte tradizionale coltivate nelle stesse condizioni agronomiche e ambientali. Questa
metodologia ¢ stata individuata, sin dagli anni *90, a seguito di studi effettuati da organizzazioni
internazionali e sopranazionali (OECD, FAO, WHO) e da istituzioni scientifiche di molti Paesi.
Le metodologie classiche utilizzate per le sostanze chimiche, non sono direttamente applicabili
alla valutazione della sicurezza di un alimento in toto, perché ¢ impossibile alimentare 1’animale
con le quantita necessarie per ottenere una concentrazione sufficiente a causare degli effetti
nocivi. Infatti I’alterazioni della dieta causerebbe dei danni all’animale in grado di mascherare
gli eventuali effetti nocivi dell’alimento GM.

Le analisi pre-marketing delle PGM di prima generazione, effettuate per la valutazione
dell’equivalenza sostanziale composizionale, hanno dimostrato che, senza considerare la
presenza del prodotto del gene inserito, non vi sono differenze di composizione, tra la PGM e la
sua controparte non trasformata, al di la della variabilita naturale.

Infine, per il mais Bt & stata evidenziata una diminuzione della contaminazione da
fumonisine, effetto collaterale della modificazione genetica, che puod rappresentare un vantaggio
per la salute umana e animale.
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2. RICOMBINAZIONE NATURALE NELLE PIANTE
E INSERIMENTO DEL DNA TRANSGENICO

Il miglioramento genetico (breeding) classico delle piante per ottenere nuove varieta ha
utilizzato sia metodi genetici associati alla variabilita genetica naturale, sia metodi artificiali. La
struttura genetica delle popolazioni vegetali ¢ stata modificata profondamente dalle tecniche di
miglioramento genetico classico, nel quale giocano un ruolo essenziale i meccanismi di
ricombinazione cromosomica (1). La ricombinazione cromosomica influenza non solo la
variabilita genetica, ma anche la velocita e I’efficienza con cui si ottiene la combinazione genica
desiderata. 1 miglioratori (breeders) selezionando i ricombinanti, finiscono per selezionare
inavvertitamente, genotipi vegetali con un’alta frequenza di fusioni tra cromosomi accoppiati. E
ben noto che la frequenza di tali fusioni € sotto controllo genetico e che le cultivar moderne
hanno una frequenza di fusioni superiore a quella della popolazione naturale da cui derivano (2,
3).

Il meccanismo di ricombinazione predominante nelle piante ¢ il processo di unione, non
omologa, dei filamenti terminali del DNA (ricombinazione illegittima), che si ritiene sia un
meccanismo naturale di riparo delle rotture della doppia elica (4). Le caratteristiche principali di
questo meccanismo sono:

— l’unione dei filamenti terminali per semplice azione di ligasi, senza alterazione della

sequenza, ¢ un evento raro;

— T’unione dei filamenti ¢ generalmente associata a delezioni che vanno da 1 pb a piu di 1

kb;

— I’unione avviene con maggior frequenza nelle aree con ripetizioni corte (5).

Questi dati suggeriscono, percio, che il meccanismo di riparo nelle piante sia piu suscettibile
di errore che in altri organismi, e che errori che cambiano la sequenza genica originale
avvengano con una frequenza molto alta.

Studi sull’evoluzione dei geni che conferiscono resistenza a malattie (6) e che influiscono
sulla qualita della pianta (7), suggeriscono che tali geni originano dal rimescolamento di domini
di sequenza all’interno della famiglia genica. E noto da qualche tempo che nelle piante, come in
altri organismi, vi siano dei punti caldi di rottura per la ricombinazione (8, 9), e che vi siano
forti differenze nella frequenza di ricombinazione in differenti regioni del genoma (10-12). In
particolare, sono punti caldi per la ricombinazione le regioni ricche di geni (7, 9). La
spiegazione di questo meccanismo non ¢ nota, anche se si ritiene siano coinvolte alcune
caratteristiche strutturali dei cromosomi come le regioni prive di nucleosomi, che facilitano
I’attacco delle nucleasi (11).

L’ingegneria genetica ha sviluppato metodi alternativi per integrare DNA esogeno in una
pianta come il metodo biolistico e la trasformazione mediata da Agrobacterium, descritti
sommariamente nell’introduzione.

Il metodo biolistico ¢ basato sull’ingresso in un tessuto vegetale di microproiettili, d’oro o
tungsteno, ricoperti di DNA, sparati nelle cellule. La capacita di queste particelle di inserire il
DNA nelle cellule vegetali senza danneggiarle non ¢ nota. Il metodo con Agrobacterium sfrutta
la capacita di questo batterio del suolo di copiare e trasferire, nel nucleo della cellula vegetale,
una porzione specifica di DNA (denominato T-DNA) presente su un plasmide che induce
tumore (Ti), DNA che ¢ integrato nel nucleo della cellula. Il processo avviene attraverso tre
passaggi che possono essere sintetizzati in iniziazione, trasferimento da batterio a pianta e
inserimento nel nucleo (13). Questi processi richiedono le proteine vir del batterio e alcuni
fattori della pianta. Il T-DNA si integra nel genoma della pianta, anche in assenza di qualsiasi
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omologia con tale genoma, utilizzando il meccanismo di ricombinazione illegittima descritto
sopra (14, 15). Il meccanismo di ricombinazione illegittima richiede a sua volta 1’attivazione del
meccanismo di rottura della doppia elica (16).

L’inserzione del DNA transgenico nel cromosoma pud avvenire o come singola copia o con
inserzioni multiple (17-19). Oltre ad un’inserzione “perfetta”, possono avvenire dei
riarrangiamenti del costrutto transgenico e del sito bersaglio. I riarrangiamenti sono spesso
associati ad instabilitd nell’espressione del transgene (20, 21). L’integrazione mediata
dall’Agrobacterium, pud dare origine a schemi d’integrazione complessi, comprese ripetizioni
dirette od invertite (22). In alcuni casi, il DNA della pianta si trova come riempimento tra le
ripetizioni di T-DNA che si pud trovare ripetuto anche per fusione diretta (21). Al sito di
inserzione ¢ possibile osservare riarrangiamenti cromosomici, che possono essere sia inversioni
(19) che traslocazioni (23). Inoltre si osservano sequenze appartenenti al plasmide batterico al di
fuori del sito d’inserzione, sia a destra sia a sinistra di questo (24).

Il sequenziamento delle regioni fiancheggianti il T-DNA ha evidenziato che si tratta di
regioni ricche in AT (25); tali regioni sono anche i siti preferenziali dei transgeni introdotti con
il metodo biolistico (26, 27). Questi risultati suggeriscono che il meccanismo cellulare
d’inserzione del T-DNA e del DNA “nudo” del metodo biolistico sia lo stesso.

Studi di mappatura hanno dimostrato che almeno in pomodoro (28) e in patata (29) non vi
sono preferenze per 1’integrazione del transgene. Tuttavia i transgeni, e in particolare i transgeni
contenenti T-DNA, per i quali sono disponibili piu dati, preferiscono per I’inserzione le regioni
ricche di geni. La preferenza del T-DNA per domini attivi della cromatina supera il 70% nel
tabacco (17) in Arabidopsis e nel riso (12). Tale preferenza conferisce al T-DNA Ia capacita di
indurre mutazioni a causa della perdita di funzioni geniche (30).

La localizzazione del sito d’integrazione e la sua struttura sono rilevanti ai fini
dell’identificazione di geni espressi stabilmente. Infatti, loci transgenici con espressione
instabile sono correlati con pattern d’integrazione molto complessi (19, 20, 25). Nel tabacco
espressioni stabili si ottengono quando il transgene ¢ localizzato preferibilmente nei telomeri
(31). Nelle monocotiledoni, analogamente, il transgene ¢ localizzato preferibilmente sulla parte
distale del braccio cromosomico (32), in regioni ricche di geni (10-12).

Integrazioni complesse si osservano anche con il metodo biolistico (33). L’analisi di 13 linee
di avena transgenica ha dimostrato che il DNA transgenico era inframmezzato dal DNA
genomico dell’ospite e che il numero delle inserzioni del DNA transgenico nei loci del
transgene variava da 2 a 12 (33).

I meccanismi di ricombinazione illegittima forniscono alle piante un modo “naturale” per
sviluppare una nuova variabilita genetica, ma questi meccanismi che, come si ¢ detto, sono piu
suscettibili di errori, possono causare degli effetti indesiderati sia nel breeding classico sia
nell’integrazione di DNA estranco. Nel breeding classico, la pratica di selezionare le linee con
caratteristiche favorevoli, scartando quelle con proprieta indesiderate, riduce il numero di effetti
indesiderati descritti (Tabella 4).

Tabella 4. Effetti indesiderati ottenuti in programmi di riproduzione controllata

Pianta Modifica Effetto indesiderato Riferimento
bibliografico
Orzo Resistente a malattia Bassa resa 34
Sedano Resistente agli insetti Alta concentrazione di furanocumarine 35, 36
Mais Alto contenuto in lisina  Bassa resa 37
Patata Resistente agli insetti Bassa resa, alta concentrazione di glicoalcaloidi 38, 39
Zucchina Resistente agli insetti Alta concentrazione di cucurbitacina 40, 41
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Uno dei casi piu noti, tra quelli indicati, ¢ quello della patata Lenape, ottenuta, alla fine degli
anni '60 da Wilford Mills, alla Pennsylvania State University, incrociando una varieta coltivata,
la Delta gold, con una patata selvatica originaria del Peru. I geni selvatici conferivano alla
nuova varieta un’ottima resistenza agli insetti e all’attacco del fungo Phytophthora infestans. Le
patate Lenape, fatte analizzare a seguito di un episodio di intossicazione, contenevano un’alta
concentrazione di glicoalcaloidi, caratteristica che ha causato il ritiro dal commercio di questa
varieta (42).

Alcuni studi effettuati con tecniche di microarrays, hanno evidenziato che l’ingegneria
genetica causa perturbazioni minori nell’espressione di altri geni rispetto al breeding
tradizionale (vedi capitolo 3). Dati di letteratura hanno evidenziato che le piante transgeniche
finora prodotte sono sostanzialmente: a) identiche come fenotipo (43); b) simili, sotto il profilo
genico, alla loro controparte tradizionale (44-50).
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3. EFFETTI NON PREVISTI DOVUTI
ALL’INSERZIONE DEL TRANSGENE

I nuovi prodotti, con profili nutrizionali volutamente diversi dalla controparte d’origine, siano
essi OGM o convenzionali, richiedono un’analisi attenta per evitare eventuali effetti indesiderati
sui componenti della pianta; effetti originati dall’inserimento casuale del nuovo gene nel genoma
della pianta. Infatti, come gia descritto nel Capitolo 2 I’integrazione del transgene avviene nelle
piante con un meccanismo di ricombinazione illegittima, non essendovi sequenze preferite per
I’integrazione nel genoma (1). Alla luce delle conoscenze odierne ¢ impossibile prevedere il
destino e il sito d’integrazione di un particolare costrutto transgenico, anche conoscendone la
sequenza. Nel pomodoro (2) e nella patata (3), ad esempio, ¢ stato dimostrato, con analisi di
sequenza, che non vi sono preferenze per il sito di integrazione. Invece i transgeni ottenuti con T-
DNA si integrano preferibilmente in regioni ricche di geni. La preferenza del T-DNA per le
regioni trascrizionalmente attive deriva dal fatto che il T-DNA utilizza lo stesso pathway del
meccanismo di riparo delle piante, basato sulla ricombinazione non omologa delle terminazioni
(4). Questo meccanismo fornisce alle piante un mezzo “naturale” per sviluppare una nuova
variabilita genetica, che pud provocare effetti indesiderati sia nel breeding classico sia nella
transgenesi. Vi sono molti esempi di effetti non previsti derivanti dalle modifiche introdotte dai
transgeni (5-15 e Tabella 5). Tali effetti si manifestano spesso solo con la coltivazione della pianta
in particolari condizioni ambientali. Come conseguenza alcuni fenotipi transgenici non sono adatti
allo sviluppo commerciale.

Tabella 5. Esempi di effetti non previsti in piante transgeniche

Pianta Effetto non previsto Rif.

Colza La sovraespressione della fitoene sintetasi provoca un aumento di 500 volte nei livelli di o € 5
B-carotene ma non della luteina, il carotenoide pit importante nei semi di controllo

Colza  Le piante rese resistenti al glufosinato di ammonio con la introduzione del gene Bar, 6

regolato dal promotore 35S del virus del mosaico del cavolfiore (CaMV), diventano
sensibili all’erbicida se infettate dal CaMV

Mais Gli stocchi del mais Bt contengono piu lignina dei controlli con probabile effetto sulla 7
degradazione e sulla digestione
Patata Piante di patata, trasformate con geni di lectina per renderle resistenti agli insetti, 8

hanno dei bassi livelli fogliari di glicoalcaloidi una difesa naturale della pianta dagli
attacchi degli insetti

Patata Le piante, in cui era stato introdotto il gene della levansucrasi batterica per ottenere la 9
sintesi dei fruttani, avevano un ridotto trasporto degli zuccheri e uno sviluppo dei tuberi
alterato

Riso Il riso transgenico, contenente il gene della glicinina, isolato dalla soia, contiene il 20% 10
in piu di proteina e il 50% in piu di vitamina B6 rispetto ai controlli

Riso Il cosiddetto golden rice, trasformato per esprimere un alto contenuto di B-carotene, un 11

precursore della Vitamina A, esprime anche alti livelli di altri carotenoidi, precursori
poco efficaci della vitamina stessa

Riso Un riso transgenico, realizzato per avere un basso contenuto in glutelina, una proteina 12
responsabile d’intolleranze alimentari, ha alti livelli di prolammine, un’altra classe di
proteine responsabili di intolleranze alimentari

Soia La soia, resa resistente all’erbicida glifosato, ha un contenuto in lignina del 20% 13
superiore al controllo, a temperatura del suolo normale (20°C), ma da una resa piu
bassa, a causa della rottura dei gambi, a temperatura del suolo elevate (45°C)

28



Rapporti ISTISAN 16/34

Ne sono un esempio, una varieta di frumento e una varieta di patata. Nel caso del frumento,
la sovraespressione della fosfatidilserina sintetasi con 1’obiettivo di rendere le piante resistenti
all’alluminio, ha portato allo sviluppo di aree necrotiche (14). Nel caso della patata,
I’introduzione della capacita di produrre il fruttano ha perturbato il trasporto dei carboidrati
nelle cellule e lo sviluppo dei tuberi (15, 16). In un altro esempio 1’espressione del gene
dell’invertasi di lievito nella patata ha portato non solo alla modifica prevista del metabolismo
dei carboidrati ma anche ad una diminuzione del contenuto in glicoalcaloidi. Poiché i
glicoalcaloidi sono tossici, tale patata ¢ stata sottoposta a un’attenta valutazione e si ¢ scoperto
che la riduzione del contenuto in glicoalcaloidi era associata a differenze nella capacita di
maturazione della pianta transgenica rispetto a quella non modificata (17).

Questi esempi dimostrano che, mirando anche ad una singola modifica, si possono avere
degli effetti inaspettati sui livelli di altri costituenti della pianta transgenica.

Per individuare la presenza di effetti non intenzionali, sono attualmente disponibili tecniche
analitiche capaci di generare una grande quantita di dati, come la genomica funzionale, la
proteomica e la metabolomica. Nell’applicazione di queste tecniche agli alimenti, ¢ essenziale
avere a disposizione controlli multipli al fine di valutare la variabilita biologica intrinseca e
quella dovuta alle condizioni ambientali.

L’utilizzazione della genomica (DNA microarray technology) per migliorare le strategie di
valutazione delle PGM e I’identificazione di effetti non previsti ¢ stata valutata nell’ambito del
progetto dell’Unione europea New Methodologies for Assessing the Potential of Unintended
Effects in Genetically Modified Food Crops GMOCARE (18). Studi recenti con i microarrays
hanno dimostrato che I’inserimento del DNA transgenico causa solo perturbazioni minori
nell’espressione degli altri geni della pianta.

Maggiori applicazioni ha avuto la proteomica che ¢ un unione di tre metodologie:
I’elettroforesi bidimensionale (2D) ad alta risoluzione, utilizzata per separare le proteine
presenti nel campione; 1’analisi dell’immagine, utilizzata per effettuare la comparazione e la
spettrometria di massa utilizzata per caratterizzare le proteine d’interesse.

L’applicazione della proteomica alle patate transgeniche ha dimostrato che I’esame di 1111
proteine in 32 varieta non GM (di cui 8 popolazioni locali) rivelava differenze in ben 1077
proteine (19). Questo risultato dimostra che piu del 96% delle proteine ha livelli di espressione
differenti nelle varieta non GM. Quando sono state paragonate 10 linee GM, ottenute con tre
costrutti diversi, con le linee isogeniche non GM, soltanto 9 proteine presentavano differenze
significative sulle 730 esaminate. La modifica genetica causava variazioni nei livelli di
espressione in meno dello 1,3% delle proteine totali. Risultati simili sono stati ottenuti nel mais
(20, 21).

L’insieme dei metaboliti in una cellula ¢ chiamato metabolone, e la scienza di misurarli
metabolomica. Nel nostro caso la metabolomica ha come obiettivo di identificare le differenze
metaboliche tra PGM e una popolazione di controllo fatta crescere sotto identiche condizioni. In
metabolomica vengono utilizzate differenti tecniche analitiche selezionate in base alla natura
chimica del metabolita da analizzare (22-34). Utilizzando la gas cromatografia collegata alla
spettrometria di massa in patate transgeniche, modificate per il metabolismo del saccarosio e il
contenuto in amido, sono stati trovati trealosio, maltosio e isomaltosio, assenti invece nella
patata non modificata (22). Sempre con la spettrometria di massa non sono state evidenziate
differenze nel contenuto in glicoalcaloidi in patate transgeniche rispetto alle patate
convenzionali (27). Catchpole e collaboratori (28) hanno analizzato il profilo metabolico di 5
linee di patata non GM e 6 linee GM, modificate per esprimere 1’inulina, con I’aggiunta di uno o
due geni del carciofo. L analisi ha riguardato 252 metaboliti, tra questi, nelle patate GM, ¢ stato
evidenziato un aumento di solo 6 metaboliti e in particolare di quelli coinvolti nel metabolismo
del fruttano, risultato atteso in quanto I’inulina ¢ un polifruttano. Il profilo degli altri metaboliti
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non presentava differenze tra linee GM e le corrispondenti linee isogeniche non GM, mentre era
possibile distinguere, sotto il profilo metabolico le linee non GM tra loro. In questo caso, la
modifica genetica per se non ha influenzato in modo significativo il profilo metabolico.

Altri studi hanno riguardato tre linee di grano transgenico paragonato con linee di grano
convenzionale, coltivate per tre anni in differenti localita del Regno Unito (29). Le analisi
effettuate hanno dimostrato un effetto piu significativo del sito e dell’anno di coltivazione che
non del genotipo. Le differenze tra linee transgeniche e linee convenzionali erano generalmente
dello stesso ordine di grandezza delle differenze osservate tra le linee di controllo coltivate in
differenti siti e in anni diversi. In un riso transgenico che sovraesprime un gene mutato per
I’antranilato sintetasi si osserva ’accumulo di grandi quantita di triptofano. L’accumulo di
triprofano aveva solo effetti minori sul metaboloma e sul trascrittoma della pianta, paragonata
con la controparte tradizionale (30). La validita di questi esperimenti ¢ comunque influenzata
dalla scelta di un comparatore appropriato (31-34).

Per effetture questi confronti possono essere utilizzate le tavole con gli spettri di massa di
parecchie centinaia di composti, presenti nelle piante, resi disponibili sul web dal Max Planck
Institute of  Molecular Plant Physiology, Golm (http://www-en.mpimp-
golm.mpg.de/webbasedRsrc/index.html; ultima consultazione 11/03/2014).

Studi di risonanza magnetico nucleare su pomodori, trasformati per produrre piu flavonoidi,
che sono dei potenti antiossidanti, hanno dimostrato che i flavonoidi, nel transgenico,
contenevano alcuni composti (per lo piu glicosidi dell’aglicone piu comune il kempferolo)
nuovi per il pomodoro (35, 36). Sebbene tali composti siano stati identificati, in precedenza, in
altre piante, si sa poco sull’assorbimento e gli effetti biologici di questi composti nell’'uomo. E
questo il caso che richiede maggiori indagini sui composti “desiderati” per la valutazione della
sicurezza d’uso.

Il complesso dei lavori disponibili dimostra che gli effetti non previsti non si trasformano
automaticamente in rischi per la salute e che soltanto le PGM che presentano differenze
significative rispetto alla controparte devono essere sottoposti ad ulteriori indagini e valutazioni
(37-48).

Le nuove tecniche analitiche sono in grado di fornire una grande quantita di dati, tuttavia la
loro interpretazione presenta alcune difficolta dovute alla variabilita naturale a livello di
genotipo e dei metaboliti. La possibilita di evidenziare i potenziali rischi associati
all’inserimento del transgene ¢ condizionata dalla disponibilita di approfondite conoscenze sulla
variazione naturale a livello di geni, proteine e metaboliti anche in funzione delle diverse
condizioni ambientali ipotizzabili. Sono comunque necessari altri studi per validare queste
metodologie ¢ il loro impiego per la valutazione degli effetti non previsti dovuti all’inserimento
del transgene (49).
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4. ALIMENTAZIONE ANIMALE CON PGM

La sperimentazione animale gioca un ruolo molto importante nella valutazione della
sicurezza d’uso di un nuovo alimento (1-4). In generale, gli studi tossicologici su animali
modello come il ratto (5-24) o il topo (25-33), non hanno dimostrato effetti tossici o nocivi delle
piante transgeniche analizzate. Nel topo, alimentato con soia resistente all’erbicida, Malatesta e
altri hanno osservato delle alterazioni ultrastrutturali nelle cellule del pancreas (28, 29), del
fegato (30), e dei testicoli (31) ma hanno attribuito gli effetti osservati, che comunque si sono
rivelati essere transeunti, alle tracce di erbicida presenti nella soia transgenica utilizzata (32).
Dr’altra parte, uno studio che utilizzava lo sviluppo del testicolo di topo come potente marcatore
di eventuali effetti tossici, ha dimostrato che 1’alimentazione con soia transgenica, resistente
I’erbicida glifosato, non aveva alcun effetto sulla sintesi delle macromolecole, sulla crescita e il
differenziamento cellulare, come pure sulle dimensioni e il peso degli animali trattati (26, 27).

Sono stati pubblicati anche molti studi nutrizionali sugli effetti della somministrazione di
PGM a volatili (34-58, 96), suini (40, 61-73, 83, 96), ruminanti (34, 40, 64, 74-80, 82, 84-90),
pecore (74, 80-81, 92) e pesci (34, 59-60, 97-98), senza che siano state riscontrate differenze
significative tra gli animali alimentati con PGM e quelli alimentati senza PGM.

Analogamente non sono state descritte differenze sui prodotti d’origine animale, ottenuti da
animali alimentati con PGM rispetto a quelli alimentati senza PGM.

Nessuna differenza statisticamente significativa ¢ stata riscontrata negli studi a lungo termine
e multi generazionali condotti con diete contenenti varie specie di PGM (99). Questi risultati
hanno confermato la scelta dell’EFSA di considerare sufficiente per una valutazione biologica e
tossicologica uno studio di 90 giorni nei roditori (100).

Una bibliografia piu esauriente sulla sperimentazione animale con PGM si puo trovare nei
siti  dell’International  Centre  for  Genetic ~ Engineering  and  Biotechnology
(http://bibliosafety.icgeb.org/) e della Federation of Animal Science Societies
(https://www.fass.org/).

4.1. Destino del DNA transgenico

Il destino del DNA dopo somministrazione orale ¢ stato valutato mediante sperimentazioni
animali effettuata su topi, alimentati direttamente nel lume gastrointestinale con il batteriofago
M13. Frammenti di questo DNA sono stati ritrovati nei linfociti degli animali 24 ore dopo la
somministrazione (101-106). Tuttavia, questi esperimenti, che pure avevano destato
preoccupazioni in sede di valutazione della sicurezza degli alimenti transgenici, presentano
alcune criticita da un punto di vista metodologico che riguardano essenzialmente la mancanza di
metilazione del DNA utilizzato. Infatti il batteriofago M13mpl8 usato, era stato preparato
circolarizzato nel plasmide pEGFP-C1 e utilizzato come tale o linearizzato dopo digestione con
un enzima di restrizione. Il genoma del batteriofago M13 consiste di 7250 paia di basi e
contiene sequenze 5’-purpurCpGppirpir-3” (purina, citosina, guanina, pirimidina) che non sono
metilate durante la produzione in Escherichia coli. Anche il plasmide pEGFP-C1 contiene
sequenze che non sono metilate durante la sintesi in E. coli. Invece ci dobbiamo aspettare che
tali sequenze siano metilate nelle cellule animali.

Il significato della mancata metilazione ¢ che tali sequenze hanno una forte funzione di
stimolo dell’attivita inflammatoria e della risposta immune (107, 108). La mucosa del colon
contiene un numero significativo di cellule che presentano I’antigene, cellule dendritiche,
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macrofagi e linfociti B. Tutte queste cellule possono inglobare il DNA o per pinocitosi o per
fagocitosi. Una volta attivate, le cellule dendritiche migrano nei tessuti linfoidi per fare
pervenire 1’antigene ai linfociti T e B naive per indurre la risposta immune antigene specifica.
L’attivazione delle funzioni cellulari include anche un’endocitosi aspecifica che puo spiegare il
ritrovamento, da parte di questi autori, del DNA nei linfociti di vari tessuti. Quest’osservazione
rappresenta una risposta normale al DNA non metilato, risposta assente nel caso delle piante che
possiedono degli enzimi capaci di metilare le citosine (109). Tuttavia, il DNA non ¢ stato
ritrovato in tutti gli animali o in tutti i tessuti, ma in modo variabile dal 20 al 90% a seconda
dello studio, il che fa pensare che la concentrazione fosse al limite del valore di rilevamento.

Doerfler et al. hanno anche cercato il DNA del batteriofago M13 nei feti e nei neonati delle
madri alimentate con M13. In una sola cellula, con la tecnica FISH, hanno osservato
I’ibridazione in due posizioni identiche su due cromatidi dello stesso cromosoma, il che
suggerirebbe 1’integrazione e la replicazione del gene inserito (105,106). Da questa singola
osservazione Doerfler e altri hanno concluso che il DNA nudo, proveniente dal siero della
madre, attraversa la placenta e pud essere integrato nelle cellule somatiche del feto. Una
spiegazione diversa ¢ che siano stati i linfociti che trasportavano i frammenti di DNA M13, ad
attraversare la barriera placentare e raggiungere i tessuti fetali (110). Infine, ammesso che
frammenti del DNA M13 fossero stati integrati nel cromosoma dei linfociti, bisogna ricordare
che questi non si riproducono e sono cosi fortemente differenziati, che un’eventuale espressione
del DNA estraneo sarebbe limitata al ciclo vitale di questa cellula specifica.

Negli animali, alimentati per 8 generazioni con il gene della proteina fluorescente verde
(GFP), non ¢ stato mai ritrovato questo gene, avvalorando I’ipotesi che il DNA, assunto
oralmente, non ¢ trasmesso attraverso la linea germinale. Se lo stesso costrutto GFP era
somministrato per iniezione sottocutanea, il DNA permaneva nel muscolo fino a 17 mesi dopo
I’iniezione, mentre negli organi lontani dal sito d’iniezione il DNA era determinabile fino a 24
ore dopo (111).

Questo complesso di esperimenti conferma la natura transeunte della presenza di DNA,
assunto nella dieta, nei tessuti e che tale DNA ¢ eliminato dal sistema fegato-bile-intestino
(112).

4.1.1. Degradazione del DNA dopo il raccolto

Nella situazione reale, dal momento in cui una pianta viene raccolta, i processi autolitici e
I’attacco microbico portano ad una diminuzione del DNA ed RNA totali ¢ ad una riduzione
della lunghezza delle catene degli acidi nucleici. La velocita di tale riduzione ¢ influenzata da
svariati fattori come i fattori ambientali, i procedimenti di trasformazione e la digestione nel
tratto gastrointestinale.

Alcuni procedimenti di preparazione dei mangimi, come 1’estrusione meccanica degli oli,
I’estrazione chimica od i trattamenti a temperature maggiori di 90°C producono una forte
frammentazione del DNA (113-115), anche se vi sono differenze da pianta a pianta. Inoltre, i
mangimi, con 1’ovvia eccezione dei foraggi utilizzati nel pascolo, sono generalmente trattati a
scopo di conservazione, per migliorarne la palabilita od il valore nutrizionale.

Anche le condizioni d’insilamento che producono un ambiente acido (pH 3,5-5,0), causano
la degradazione del DNA in piccoli frammenti (116-117). La concentrazione di DNA specifico
diminuisce, dopo insilamento, sia nel mais convenzionale sia nel mais Bt fino a ridursi allo 1,3-
3,0% del valore iniziale (118). Inoltre, i frammenti di DNA, presenti in mangimi insilati, sono
degradati piu rapidamente dei frammenti presenti nel materiale fresco.

Nel fluido del rumine delle pecore, ¢ stato rilevato un frammento di 1914 paia di basi,
contenente 1’intera regione codificante di cryl48b, 5 ore dopo la somministrazione di chicchi di

35



Rapporti ISTISAN 16/34

mais (119). Mentre lo stesso frammento era assente dal fluido del rumine di pecore alimentate
con mais insilato; nel fluido si ritrovava, invece, solo un frammento piu piccolo di 211 paia di
basi dopo 3 ore dalla somministrazione. Un frammento piu grande era, invece, presente nel
fluido delle pecore alimentate con mais in grani anche dopo 24 ore dalla somministrazione.

Le proteine sono invece presenti per ’intera durata della conservazione dei foraggi essiccati
o dei pannelli, ottenuti per estrazione acquosa, a bassa temperatura, come nel caso della
barbabietola da zucchero (120).

L’estrazione chimica o fisica di oli, zuccheri e amido dalle piante, come pure i processi di
trasformazione per produrre altri alimenti di origine vegetale, causano una significativa, e in
alcuni casi completa, degradazione del DNA (121-124). In generale, la macinazione e la
molitura a secco hanno scarsa influenza sulla struttura del DNA, ma se le forze di frizione
creano dei riscaldamenti locali vi puo essere della degradazione.

4.1.2. Valutazione dell’assunzione di DNA transgenico

La quantita di DNA nei mangimi ¢ meno dello 0,025% in peso secco (125), e il contributo
del DNA transgenico a tale quantita ¢ trascurabile. La maggior parte del DNA ¢ degradato nella
digestione, e una volta frammentato perde la sua funzionalita e spesso non ¢ possibile risalire
alla sua origine.

Per calcolare la quantita di DNA transgenico assunto, dobbiamo ipotizzare che il DNA non
sia degradato e considerare la quantita di DNA presente nel mangime somministrato. Phipps e
Beever hanno calcolato che un bovino assume, giornalmente circa 24 kg di magime che
contiene circa 54-57 g di DNA. Gli stessi autori hanno calcolato che il DNA transgenico
assunto era di 54 pg/giorno pari allo 0,000094% del DNA totale assunto, quando allo stesso
animale veniva somministrato un mangime contenente il 40% di insilato e il 20% di granella,
entrambi composti da mais Bt.

In un altro studio si € trovato che il rapporto tra DNA transgenico e DNA della pianta ¢ di
1:234.000 e rappresenta in peso lo 0,00042% del DNA totale (126).

4.1.3. Sperimentazioni animali sul destino del DNA transgenico ingerito

Una piccola quantita di frammenti di DNA vegetale, sopravissuti alla digestione, potrebbe
essere assorbita nella mucosa intestinale o direttamente dalle cellule epiteliali o dalle cellule che
presentano 1’antigene del sistema immunitario. Se la superficie dell’epitelio fosse danneggiata
per una qualunque ragione, il DNA od altre macromolecole potrebbero diffondere nella lamina
propria. Doerfler ha alimentato i topi con foglie di soia, ritrovando nella milza e nel fegato, un
gene specifico delle piante e precisamente il gene dei cloroplasti rubisco, che codifica per la
ribulosio-1,5-difosfato carbossilasi (111). Tuttavia, tale gene non era espresso nei tessuti
animali. Altri autori, non hanno trovato frammenti del gene cp4 epsps, che conferisce la
resistenza al glifosato, nel muscolo di ratto, alimentato con soia tollerante 1’erbicida (16); od
alimentato con riso, contenente il gene esogeno della colina ossidasi (18). Non sono stati
ritrovati frammenti di DNA transgenico neppure nelle galline alimentate con semi transgenici
(46,47, 112).

Nonostante le difficolta tecniche, associate alla determinazione del DNA vegetale, per la
presenza di un alto rumore di fondo dovuto al DNA cellulare e a quello dei microbi intestinali o
del rumine, vi sono alcuni studi significativi su questo argomento. Nei linfociti di una mucca
alimentata con soia tollerante 1’erbicida, Bertheau ez al. (127) hanno potuto misurare la presenza
del gene dei cloroplasti rubisco, mentre non sono riusciti a determinare il DNA transgenico che
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codifica per I’enzima 5-enoilpiruvilscichimato-3-fosfato sintetasi. Nessuno dei due geni era
presente nel latte della stessa mucca. Anche in altri esperimenti non si ¢ trovata traccia di DNA
transgenico nel latte di vacche alimentate con soia tollerante 1’erbicida (128) o con semi di
cotone resistente agli insetti (93).

Esperimenti piu significativi sono stati condotti su maiali alimentati con mais Bt e sacrificati
4,8, 12,24, 48 e 72 ore dopo 1’alimentazione con mais transgenico. Quelli dei gruppi sacrificati
a 12 ore non ricevevano altri mangimi, quelli dei gruppi sacrificati successivamente ricevevano
mangimi in cui il mais era sostituito da orzo e frumento. Il DNA ricombinante era misurabile
nell’intestino fino a 48 ore dopo I’alimentazione, mentre non vi era presenza di DNA
transgenico nei tessuti; tessuti nei quali si trovava, invece, DNA caratteristico del mais (129).
Nel succo gastrico e in tre porzioni dell’intestino (duodeno, digiuno, cieco) dei maiali si €
osservata una sopravvivenza di frammenti del DNA dei cloroplasti di mais dipendente dal
tempo dell’ultima alimentazione. Questi stessi frammenti non sono stati invece ritrovati negli
organi esaminati (sangue, muscolo, fegato, milza e linfonodi). In nessun caso ¢ stato possibile
rilevare la presenza di DNA transgenico nei campioni esaminati.

Risultati analoghi sono stati ottenuti in polli da carne e maiali alimentati con soia tollerante il
glifosato (130), e in polli alimentati con mais Bt176, resistente alla piralide (47). In altri
esperimenti, sempre con polli, un frammento di 1800 bp del gene CrylA(b), ¢ stato ritrovato
solo nel gozzo e nel ventriglio, ma non in altri tessuti, mentre nel sangue dei pesci era possibile
misurare il DNA di un gene costitutivo del mais e precisamente quello della zeina (59). Nelle
galline ovaiole ¢ stata misurata la presenza di DNA del gene marcatore bla, e del gene
CrylA(b), e del gene dei cloroplasti di mais ivr, sia nelle carni che nelle uova. Nelle carni, ma
non nelle uova, ¢ stato possibile amplificare frammenti del gene ivr, ma non sono stati ritrovati
né il gene bla né il gene CrylA(b) (131).

Un’analisi esaustiva su: a) polli da carne alimentati con mais Bt; b) galline ovaiole
alimentate con mais Bt e mais tollerante il glufosinato; c¢) maiali alimentati con mais Bt; mais e
barbabietole da zucchero tolleranti il glufosinato; d) pecore alimentate con mais Bt; mais e
barbabietole da zucchero, tolleranti il glufosinato, insilati; e) vitelli alimentati con mais Bt
insilato, ha rilevato frammenti di DNA vegetale in alcuni tessuti, ma mai di DNA transgenico
(132, 133). Risultati analoghi sono stati ottenuti su vacche e galline alimentate con mais Bt (85,
96). Nei linfociti delle vacche ¢ stato identificato DNA dei cloroplasti, con frammenti di
lunghezza inferiore a 200 paia di basi; DNA dei cloroplasti assente, pero, negli altri organi
esaminati (muscolo, fegato, milza, reni), ma presente in tracce nel latte. In nessun campione
bovino era presente DNA transgenico.

Invece nei tessuti delle galline (muscolo, fegato, milza e reni) era possibile amplificare
frammenti del DNA dei cloroplasti, DNA che non era presente nelle uova. Il gene specifico per
la proteina Bt era assente in tutti i tessuti delle galline.

Uno studio sui maiali alimentati con soia, tollerante il glifosato, ha dato analoghi risultati
(134). Frammenti di DNA vegetale sono stati trovati anche nei tessuti e¢ nel fluido
gastrointestinale di bufali e conigli alimentati con mangimi non transgenici; risultati questi che
confermano la presenza nei tessuti di frammenti di DNA alimentare subito dopo i pasti (135).

Il muscolo di manzi, vacche da latte, maiali e polli, alimentati con MONS810, ¢ stato
analizzato sia per la presenza dello specifico transgene che del promotore p35S, ampiamente
utilizzato nella produzione di PGM (136). Mentre era possibile identificare il DNA della pianta
ed, in particolare, il gene mitocondriale rbcL, sia nel muscolo sia nel latte, non si trovavano i
frammenti del DNA transgenico.

E stata descritta un’unica eccezione nella quale frammenti molto piccoli dei geni cryla(b) e
cp4epsps (rispettivamente 106 ¢ 146 basi) sono stati trovati nel latte di animali alimentati con
foraggi non transgenici o biologici. Questo risultato ¢ stato attribuito ad una contaminazione

37



Rapporti ISTISAN 16/34

ambientale dovuta ai batteri del suolo B. thuringiensis e Agrobacterium sp. che contengono i
geni cryla(b) e cp4epsps (137).

Risultati negativi sulla presenza di DNA transgenico si ottengono anche quando, prima del
consumo, la pianta transgenica viene sottoposta a procedimenti industriali o all’insilamento;
processi nei quali il DNA viene degradato in frammenti della dimensione di circa 200 paia di
basi (138-140).

Questi lavori suggeriscono che vi sia nell’organismo un processo continuo e costante di
trasferimento di frammenti di DNA, provenienti dalla dieta e che questo fenomeno fisiologico
non sia un problema specifico della modifica genetica. Infatti, in due volontari umani, ¢ stato
possibile dimostrare il passaggio di DNA di coniglio, attraverso I’epitelio intestinale, nel circolo
sanguigno. Il DNA era rappresentato da un frammento di 250bp, la cui concentrazione
presentava un picco circa 3 ore dopo I’ingestione (141).

Particolarmente significativo ¢ lo studio condotto da Trabalza-Marinucci et al. alimentando
per tre anni delle pecore, insieme alla loro progenie, con mais Bt 176, questi autori non hanno
trovato DNA transgenico nei tessuti, nel sangue, nel fluido del rumine, né nei batteri del rumine
stesso (142). Usando un metodo molto sensibile, Nemeth et al. hanno trovato piccoli frammenti
dei transgeni cryla(b), utilizzato nel mais, e cp4epsp, utilizzato nella soia, nel 25% di 60
campioni di latte analizzati, ottenuto da animali alimentati sia con transgeni che senza (136). |
frammenti ritrovati erano di 106 coppie di basi per cryla(b), che ha un’unita funzionale minima
di 3500 coppie di basi, e di 146 coppie di basi per cp4epsp, che ha un’unita funzionale minima
di 1800 coppie di basi. Questi autori hanno concluso che tali frammenti di DNA derivavano da
una contaminazione ambientale d’origine sconosciuta. Mentre Rizzi et al., nel latte di bovine
alimentate con mais Bt, non hanno riscontrato il DNA transgenico, e neppure i geni costitutivi
del mais (143).

In contrasto con tutte queste osservazioni, Tudisco et al. hanno trovato, invece, nelle capre
alimentate con soia resistente al glifosato, frammenti del DNA transgenico nel sangue e nel latte
e nei tessuti della prole alimentata con lo stesso latte (144). Questi risultati, non confermati dagli
altri studi, richiedono un ulteriore approfondimento perché sono in contrasto con la capacita
delle cellule dei vertebrati, compreso 1’uomo, di attivare la famiglia di proteine APOBEC3 per
degradare il DNA estraneo eventualmente assorbito (145).

4.2. Destino delle proteine transgeniche

Nei non ruminanti le proteine sono digerite nello stomaco e nel colon a di- e tri-peptidi
(146). Nei ruminanti, la maggior parte delle proteine ¢ degradata dai microrganismi del rumine e
incorporata nelle proteine microbiche o degradata completamente ad ammoniaca. Piccole
quantita passano attraverso il rumine e sono degradate nell’intestino. Quantita minute, 0,08 ng
di proteina Bt per grammo di proteina, si possono trovare anche nelle feci (110).

Nella valutazione della sicurezza d’uso dei transgeni si ¢ fatto spesso ricorso a studi in vitro,
capaci di mimare le condizioni dello stomaco o del rumine. Questi studi hanno dimostrato che le
proteine transgeniche presenti nei prodotti commerciali sono degradate rapidamente (18, 133-
162). Tali studi potrebbero non rappresentare la situazione in vivo, nella quale le proteine
potrebbero essere protette dalle altre componenti della matrice alimentare. Inoltre, le proteine,
utilizzate negli studi in vitro,sono prodotte in microrganismi e potrebbero avere una stabilita
diversa da quelle prodotte nelle piante transgeniche.

Studi in vivo sono stati condotti su vitelli e maiali alimentati con mais Btl1, contenente la
proteina CrylAb. Tracce della proteina CrylAb sono state trovate nel tratto gastrointestinale,
ma non nel fegato, milza, reni, muscolo e altri tessuti (148-150). Nel caso delle galline ovaiole
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alimentate con soia, resistente all’erbicida, la proteina transgenica era assente nelle uova, nel
fegato e nelle feci (154). Nei prodotti di origine animale non sono mai stati ritrovati frammenti
di proteina transgenica (43, 84, 147-163). Una serie di altri esperimenti in vivo ha dimostrato
che le proteine transgeniche sono digerite alla stessa velocita delle altre proteine presenti nel
mangime (34, 147, 148).

I processi metabolici coinvolti nella digestione, assorbimento e utilizzazione degli
amminoacidi e dei peptidi da parte degli animali da reddito, rendono molto improbabile la
possibilita di ritrovare proteine (transgeniche) intatte nei prodotti animali tanto che nessuna di
queste proteine ¢ stata rilevata finora (164).

4.3. Conclusioni

Studi effettuati nell’ambito del progetto europeo ENTRANSFOOD (165) hanno dimostrato
I’utilita di utilizzare il modello proposto dall’EFSA nello studio della tossicita dell’alimento
GM, con e senza spiking con la nuova proteina purificata. I risultati ottenuti hanno dimostrato
che lo studio nel ratto, a 90 giorni, ¢ sufficientemente sensibile e specifico per individuare la
presenza, o l’assenza degli effetti biologici/nutrizionali/tossicologici, dovuti al nuovo gene
inserito, essendo lo spiking capace di separare potenziali effetti non intenzionali del nuovo gene
inserito dai potenziali effetti non intenzionali della dieta utilizzata (164-170).

L’EFSA, dopo aver analizzato le potenzialita e i limiti della sperimentazione animale per
valutare la sicurezza delle PGM, ha concluso che uno studio d’alimentazione a 90 giorni nei
roditori, condotto in accordo con le linee guida OECD per ’analisi tossicologica dei composti
chimici, ¢ sufficiente per la valutazione delle PGM nella fase di autorizzazione alla
commercializzazione (99). Va comunque sottolineato che gli studi devono seguire un protocollo
sperimentale standardizzato e a tal fine ’EFSA ha recentemente pubblicato delle lineeguida
specifiche per la realizzazione di questi studi (171).

Questa conclusione ¢ anche confermata dall’analisi di 12 studi a lungo termine e 12 studi
multigenerazionali, i cui risultati dimostrano 1’assenza di variazioni statisticamente significative
nei parametri osservati e quindi di rischi per la salute animale (99). La validita di questi studi a
lungo termine (vedi anche quanto descritto nella sez. 5.1.2. per il caso degli studi effettuati da
Séralini) ¢ stata comunque messa in discussione perché la maggior parte delle sperimentazioni ¢
stata effettuata utilizzando protocolli sperimentali non standardizzati che presentano quindi
alcune limitazioni nella valutazione statistica dei risultati ottenuti (99).

La sicurezza d’uso delle PGM, dimostrata da questo complesso di risultati, ¢ ulteriormente
rafforzata dal fatto che in alimentazione umana le PGM, come soia € mais, non sono consumati
crudi da dopo cottura od una serie di procedimenti industriali che inattivano 1’attivita biologica
delle proteine transgeniche inserite (171).
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5. TOSSICITA DELLE PROTEINE TRANSGENICHE
ESPRESSE DALLE PGM

Le piante, nel corso dell’evoluzione, hanno sviluppato una serie di composti chimici per
difendersi dall’attacco di virus, batteri e insetti. Molti di questi composti chimici (alcuni sono
indicati in Tabella 6) sono tossici per 'uomo e in molti casi cancerogeni nell’animale da
esperimento (1-4).

Tabella 6. Molecole naturali tossiche presenti in alcuni vegetali

Molecola Pianta Concentrazione
media in ppm

Acido caffeico Caffé 1800
Carota, ciliegia, lattuga, mela, melanzana, pera, uva 50-200
Aneto, basilico, dragoncello, rosmarino, salvia, timo >1000
Acido clorogenico Caffe 21600
Albicocca, ciliegia, pesca, susina 50-500
Alcol a-metilbenzilico Cacao 1,3
Benzil acetato Basilico 82
Catecolo Caffé 100
Estragolo Basilico 3800
Finocchio 3000
4D-limonene Mango 40
Pepe nero 8000
Succo d’arancia 31
Psolarene Prezzemolo 14
Sedano 0,8-25
Sinigrina Cavolo 35-590
Cavolfiore 12-66
Rafano 4500
Senape 1600-72000

Piselli, fagioli, cereali e patate contengono lecitine che possono causare nausea, vomito e
diarrea. Funghi, zucchine, cetrioli, ceci, olive, carote contengono sostanze chimiche tossiche per
I’'uomo. Le carote, ad esempio, contengono una sostanza neurotossica, ma bisognerebbe
mangiarne almeno 400 per assumere una dose efficace. Le olive contengono una sostanza molto
amara 1’oleuropeina, che ¢ eliminata nella spremitura e che veniva usata dagli antichi romani
come insetticida mentre, oggi, viene venduta come un rimedio naturale ad azione antibatterica.
Il caffé tostato contiene circa 800 sostanze chimiche volatili, 16 delle quali carcinogene nel
topo. Comungque il rischio cancerogeno del caff¢ per I’'uomo, secondo 1’International Agency
for Research on Cancer, classificato inizialmente come 2B, cio¢ forse cancerogeno, ¢ stato
recentemente considerato inesistente.

La cassava, di uso comune nelle aree tropicali e subtropicali, contiene un glucoside
cianogenico capace di liberare acido cianidrico (HCN). Per essere consumati i tuberi di cassava
devono essere pelati, grattugiati e pressati per eliminare i liquidi. La pasta deve essere asciugata
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al sole, fermentata o riscaldata tutta la notte per eliminare I’HCN che si ¢ formato. Gli ultimi
residui di acido cianidrico sono eliminati con la cottura.

All’inizio degli anni ‘60, si scopri che I’acido cis-13-docosenoico (acido erucico), uno dei
costituenti principali dell’olio di colza era tossico. L’olio di colza era largamente impiegato
nella preparazione dei fritti. Nel 1968, con un programma di riproduzione controllata,
sviluppato in Canada, era stato possibile produrre una pianta (denominata canola da Canadian
oil) con un contenuto in acido erucico sotto al 2%,; I’olio, cosi ottenuto, idoneo al consumo
umano, non era equivalente al tradizionale olio di colza, che viene ancora prodotto per uso
industriale.

E stato calcolato che un americano assume mediamente con la dieta 1,5 g di composti
naturali tossici al giorno; con valori piu alti per i vegetariani (2-4). L’uomo non vive, percio, in
armonia tossica con i propri alimenti e alcuni di questi composti possono essere i responsabili
delle intolleranze alimentari. Ad oggi, non ¢ possibile valutare gli effetti dell’esposizione a
lungo termine a queste sostanze con la dieta. Tuttavia, le varieta moderne coltivate sono state
selezionate in modo da ridurre al minimo possibile la presenza di questi composti.

Nell’analisi di composizione delle piante transgeniche le concentrazioni di questi composti
tossici € misurata con cura e tale concentrazione viene valutata in confronto con la controparte
non modificata. Tuttavia, si stima che nel mondo vegetale, ad oggi, siano stati identificati circa
80.000 metaboliti, per cui non vi sono linee guida condivise su quanti e quali di questi debbano
essere analizzati per valutare la sicurezza d’uso. I dati di confronto tra composti delle PGM e
controparti non modificate si trovano nei Consensus Documents dell’OECD e nella base di dati
della FAO (http://www.fao.org/food/food-safety-quality/gm-foods-platform/en/); una lista dei
composti naturali di rilevanza tossicologica ¢ stata compilata dalla Commissione del Codex
Alimentarius (5). I metodi per la valutazione di tali composti sono stati elaborati nell’ambito del
progetto Food Safety in Europe (6); ed ¢ stata realizzata, contemporaneamente, una banca dati
europea sulla composizione degli alimenti (European Food Information Resource Network,
http://www.eurofir.net). Ulteriori informazioni in merito possono essere ottenute dalla banca
dati del CREA (Centro di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione)
(http://nut.entecra.it/646/tabelle-di-composizione-degli-alimenti.html), dal portale
dell’ International Framework for Food Description (http://www.langual.org), e per i mangimi
dalla banca dati AFRIS (4nimal Feed Resources Information System) della FAO
(http://www.fao.org/ag/AGA/AGAP/FRG/afris/default.htm); inoltre dati di composizione sono
reperibili anche dai Food Composition Databases dello United States Department of
Agriculture-Agricultural Research Service (https://ndb.nal.usda.gov/ndb/).

Tuttavia, nel corso dell’evoluzione, sia gli animali, sia 1’'uomo hanno elaborato dei
meccanismi di difesa di tipo generale per essere in grado di difendersi non solo dalle tossine
d’origine naturale, ingerite con la dieta, ma anche da quelle di sintesi. Si calcola che,
nell’alimentazione umana, oltre il 99% delle tossine ingerite sia di origine naturale e che solo
1’1% siano composti tossici di sintesi, derivanti dalla contaminazione dei vegetali commestibili
con pesticidi e/o erbicidi (1-4).

I meccanismi di difesa nell’uomo sono molteplici e includono:

— 1 meccanismi di detossificazione cellulare, basati sulla glutatione-S-transferasi, una

famiglia di enzimi multifunzionali, particolarmente attivi sugli agenti alchilanti;

— D’attivazione dei meccanismi di riparo del DNA, efficaci quando si formano addotti tra il
DNA e composti chimici;

— il ricambio continuo delle cellule esposte alle tossine come quelle degli strati superficiali
della bocca, dell’esofago, dello stomaco, del sistema gastrointestinale, della pelle e dei
polmoni;

— I’induzione delle difese contro gli agenti ossidanti.
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5.1. Tossicita del DNA e delle proteine transgeniche

Non vi sono indicazioni sulla tossicita del DNA introdotto con la dieta, nonostante 1 timori
descritti nella sezione sulla sperimentazione animale. I1 DNA ingerito ¢ rapidamente idrolizzato
nel tratto gastroenterico umano (7-22).

Le valutazioni sulla tossicita, quindi, una volta escluso un aumento di concentrazione delle
molecole tossiche naturali (effetti non intenzionali), prendono in considerazione I’eventuale
tossicita dovuta al prodotto del gene inserito (proteina) o dell’organismo da cui il gene ¢ stato
ottenuto (11). Alcuni dei geni piu utilizzati, insieme agli organismi da cui sono stati ottenuti,
sono riportati in Tabella 7. Nella letteratura scientifica non vi ¢ segnalazione di una qualche
tossicita per gli organismi donatori.

Tabella 7. | geni piu comuni inseriti nelle PGM

Gene

Caratteristica conferita alla PGM

Origine

nptll

Resistenza alla kanamicina

Klebsiella pneumoniae,
Streptomyces sp.

cry1Ab, cry1Ac, cry3A,
cry1F

Resistenza agli insetti

Bacillus thuringiensis

pat, bar Resistenza all’erbicida glufosinato Streptomyces hygroscopicus
S. viridochromogenes

epsps Resistenza all’erbicida glifosato Agrobacterium thumefaciens,
0 gene del mais modificato

barnase Maschio sterilita Bacillus amyloliquefaciens

BActeriaRibonucleASE

als 1 Resistenza all’erbicida sulfonilurea Selezionato in molte piante

612 desaturasi

Modifica del profilo degli acidi grassi

Soia

nitrilasi

Resistenza all’erbicida bomoxynil

Klebsiella pneumoniae subsp.
ozaenae

proteina del capside

Resistenza al virus Y

Potivirus Y della patata

proteina del capside

Resistenza ai virus CMV

Virus del mosaico del cetriolo

Virus del mosaico della zucchina
Virus del mosaico del cocomero

Resistenza al virus ZYMV
Resistenza al virus WMV2

Una domanda da porsi ¢ se, per la proteina ottenuta dal gene inserito, sono disponibili dati
relativi al suo consumo nell’alimentazione tradizionale in grado di comprovare la sua sicurezza
d’uso. Ad esempio, le d-endotossine (Bt), codificate dal gene cry, che ¢ stato inserito in una
varieta di piante per proteggerle da lepidotteri e coleotteri, sono le stesse proteine, presenti nei
ceppi di Bacillus thuringiensis, che sono state registrate come insetticidi microbici a partire dai
primi anni ‘60. La specificita di bersaglio di queste tossine ¢ tale che, negli Stati Uniti, gli spray
a base di Bt sono, dal 1971, esenti dai limiti di tolleranza. Quest’esenzione vuol dire che non vi
sono limiti alla quantita di Bt cui uomini e animali possono essere esposti (10, 11).

Un’altra storia d’uso sicuro ¢ rappresenta dall’enzima 5-enoilpiruvil-scichimato-3-fosfato
sintetasi (EPSPS), che, nelle piante, nei funghi e nei batteri, ¢ parte del pathway della biosintesi
degli amminoacidi aromatici fenilalanina, tirosina e triptofano. Tale enzima ¢ assente nell’uomo
e negli animali (12), ma ¢ presente negli alimenti di origine vegetale o microbica, assunti nella
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dieta. L enzima ¢ stato utilizzato per conferire alle piante una tolleranza all’erbicida glifosato,
capace di inibire selettivamente EPSPS.

Nella produzione di PGM sono stati utilizzati anche geni che conferiscono resistenza ai
virus, come i geni delle proteine del capside del potivirus Y della patata, del virus del mosaico
del cetriolo e del virus del mosaico del cocomero. Tuttavia, la frequenza naturale delle infezioni
virali nelle piante ha esposto ed espone 1’'uomo alle proteine dei virus vegetali, senza che siano
stati mai associati, a tale esposizione, fenomeni di tossicita od allergenicita.

Anche nel caso in cui siano disponibili per la nuova proteina dati di consumo come alimento
tradizionale, sono stati effettuati studi di tossicita nell’ambito della valutazione della sicurezza
d’uso. Ad esempio, somministrando la proteina EPSPS purificata per gavaggio ad una
concentrazione 1.000 volte superiore a quella che si otterrebbe assumendo la PGM che la
contiene, non ¢ stato osservato alcun effetto nel topo (13, 14). Altri studi di tossicita a 90 giorni,
alimentando topi con mais in modo da somministrare giornalmente 45 mg di proteina EPSPS
per kg di peso corporeo, non hanno dimostrato alcun effetto di tossicita (15).

Analogamente non sono stati riscontrati effetti tossici o allergizzanti per 1’enzima
(fosfinotricina acil transferasi), espresso dai geni pat e bar, che conferisce la resistenza
all’erbicida glufosinato somministrando per due settimane a topi 1’enzima alla concentrazione di
5g/kg di peso corporeo, (16, 17). Esperimenti di tossicita acuta nel ratto e di mutagenesi, con la
somministrazione di 64 g/kg di peso corporeo di riso transgenico hanno confermato la sicurezza
d’uso del prodotto del gene bar (18).

Uno studio di gavaggio acuto, con un dosaggio cumulativo di 5g di proteina transgenica/kg
di peso corporeo ha confermato 1’innocuita della proteina nptll, che conferisce la resistenza alla
kanamicina (19, 20). Anche i prodotti di altri geni, meno comuni impiegati per la produzione di
PGM, non hanno evidenziato tossicita (21-22).

Prima di effettuare studi di tossicita, € necessario analizzare 1’identita molecolare,
biochimica, strutturale e funzionale della nuova proteina espressa. Tale analisi deve
comprendere la degradazione, in condizioni simulate di digestione, le modifiche post-
traduzione, la risposta biologica e 1’eventuale attivita immunologica (legame ai recettori, attivita
enzimatica, specificita di substrato, ecc.), ’eventuale omologia di sequenza con proteine, che
sono note causare effetti nocivi.

La decisione di effettuare ulteriori test piu specifici viene presa caso per caso. Per esempio,
quando la proteina ha una funzione biologica specifica, come una lectina od un inibitore delle
proteasi; quando la proteina ha un’attivita tossica; quando non vi € una storia documentata di
esposizione nell’uomo o nell’animale; quando la struttura primaria della proteina ¢ modificata;
quando la proteina non viene degradata rapidamente ¢ quando i livelli di assunzione previsti
potrebbero causare effetti avversi.

A tale proposito, un problema generale ¢ rappresentato dal livello di espressione della proteina
nella pianta che generalmente non consente di estrarre dalla PGM una quantita di proteina
sufficiente per le analisi. Per questo motivo, nella maggior parte dei casi, le proteine sottoposte a
test sono state prodotte in batteri o lieviti, previa analisi rigorosa delle proprieta funzionali e
strutturali delle stesse, mediante il confronto con le proteine espresse nelle piante modificate.
Infatti, un diverso folding proteico, un diverso grado di glicosilazione o fosforilazione potrebbero
influenzare 1’eventuale tossicita o I’attivita biologica della proteina stessa.

Una volta verificata I’identita funzionale e strutturale, le proteine, espresse nelle piante
transgeniche, sono state somministrate, per via orale, alla piu alta dose possibile, ad animali di
laboratorio, in studi di tossicita acuta, i cui risultati, espressi come NOAEL sono riportati in
Tabella 8. Tali NOAEL, sebbene non permettano di calcolare in modo univoco una dose
accettabile giornaliera (ADI), ci consentono di valutare i livelli di assunzione in un intero anno
da parte dell’'uomo (Tabella 9).
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Tabella 8. Tossicita acuta nel topo delle nuove proteine espresse nelle PGM*

Proteina Funzione NOAEL in mg/kg RIif.
peso corporeo

Cry1Ab Resistenza agli insetti 4000 23,24
Cry1Ac idem 4200 23,24
Cry2Aa idem 3000 23,24
Cry2Ab idem 3700 23,24
Cry3A idem 5200 23,24
CP4 EPSPS Tolleranza al glifosato 475 25

mz EPSPS Tolleranza al glifosato 350 25
Forfinotricina, fosfotransferasi, npt// Resistenza alla kanamicina 5000 20

Cry, sigle convenzionali delle tossine del Bacillus thuringiensis; EPSPS, 5-enolpiruvilschichimato-3-fosfato sintetasi;
mz EPSPS, forma modificata dell’enzima presente nel mais; npt Il, neomicina fosfotransferasi.

Tabella 9. Livelli ipotetici di assunzione delle proteine transgeniche** in Italia

Pianta Gene Concentrazione Consumo Assunzione ipotetica

inserito della proteina annuale annuale della proteina
transgenica nella kg/pro capite transgenica
parte edibile

Novartis Cry1Ab 1,4 ug/kg 3,9 5,46 ug/procapite

Mais Bt11

Monsanto Cry1Ab 0,3 ug/kg 3,9 1,17 pg/procapite

Mais MON810

Monsanto Cry3Bb1 70 pg/kg 3,9 72,54 pglprocapite

Mais MON863

Dow AgroScience  Cry1F 90 pg/kg 3,9 351 pg/procapite

Mais Herculex 1

Monsanto CP4 EPSPS 27,0 ug/kg Non disponibile

Soia

**| consumi annuali espressi in kg/pro capite si riferiscono all’anno 2007 e sono stati raccolti dalla FAO
(http://faostat.fao.org/site/368/DesktopDefault.aspx?PagelD=368#ancor)

I dati ottenibili dalle analisi dei consumi nazionali ci consentono di formulare delle
previsioni sull’eventuale esposizione dei consumatori alle proteine transgeniche presenti nella
dieta, assumendo che gli alimenti consumati siano solo transgenici. I dati, basati sul consumo
delle parte edibile in peso fresco, sono chiaramente indicativi, dato che ingredienti contenenti
mais o soia sono presenti in una grande quantita di alimenti trasformati e che vi sono forti
differenze di consumo in base all’eta e al sesso.

Inoltre, bisogna considerare che il consumo giornaliero di proteine ¢ circa 100-300 milioni di
ug al giorno. In questo contesto 1’esposizione alle proteine transgeniche risulta essere molto bassa.

5.1.1. Tossicita delle proteine Cry sugli organismi non target

Le proteine, indicate in Tabella 9, non hanno dimostrato effetti sugli uccelli, gli invertebrati
acquatici, le api, i predatori coccinnellidi e i vermi (26). Una particolare attenzione ¢ stata
dedicata all’endotossina CrylAb quando si ¢ visto che era tossica per gli invertebrati del suolo
della specie Collembola (Folsomia candida). 11 livello a cui non si osserva alcun effetto
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(NOAEL) su queste specie ¢ 88 ug di tossina/kg di suolo. Incorporando nel suolo le piante GM
senescenti, dopo il raccolto, si ottiene una concentrazione di endotossina di 0,42 pg di
tossina/kg di suolo, che rappresenta un fattore di sicurezza di circa 200 volte per le specie in
questione (27).

Il meccanismo d’azione delle proteine Cry ¢ basato sul legame con un recettore specifico,
per cui sono stati condotti degli studi sul legame delle proteine CrylAb5 e Cry9C con i tessuti
del tratto gastrointestinale di roditori e primati non umani (28, 29). Infine, le proteine espresse
non hanno potenziali effetti mutageni, teratogeni o cancerogeni (4, 30).

Analizzando la tossicita associata al consumo delle PGM non si puo non sottolineare il fatto
che i mais, contenenti la tossina Cry, presentano un vantaggio per il consumatore, perché hanno
un minor contenuto in fumonisine, rispetto ai mais tradizionali. Le fumonisine, sono un gruppo
di composti potentemente cancerogeni, che residuano nel latte e nelle carni degli animali che li
consumano (31).

5.1.2. Controversie riguardanti gli studi tossicologici di Séralini

Nel 2007, Séralini e collaboratori, hanno rianalizzato i dati di uno studio di tossicita nel ratto,
a 90 giorni, presentato dalla Monsanto per 1’approvazione del Mais MON 863, resistente alla
Diabrotica virgifera virgifera (32). Secondo Séralini, i parametri clinici misurati erano
indicativi di una sofferenza epatorenale. Secondo un gruppo di esperti e il GMO panel
dell’EFSA, invece, Séralini non aveva dimostrato una correlazione dose/risposta, una
riproducibilita dei dati nel tempo e non aveva tenuto conto del fatto che le variazioni osservate
erano all’interno della normale variabilita biologica (33).

In seguito, Séralini e collaboratori hanno pubblicato un lavoro che indica una sofferenza
epatorenale dovuta ai mais transgenici NK603, MON810 e MON863 (34). Il GMO panel
dell’EFSA di nuovo ribadiva che le affermazioni degli autori su nuove tossicita per fegato e
reni, non erano documentate dai dati presentati nel loro lavoro e che le critiche all’approccio
statistico gia formulate per il lavoro precedente (33) erano del tutto applicabili al nuovo.
Tuttavia Séralini, pur riconoscendo che il suo lavoro non dimostrava la tossicita cronica di tali
PGM, ha evidenziato la necessita di effettuare studi di tossicita cronica sulle PGM in questione
(39).

Séralini ha recentemente, con grande diffusione mediatica, pubblicato i risultati di una
sperimentazione a lungo termine condotta con mais Monsanto NK603, resistente al glifosato
(Roundup) e il glifosato stesso, che ha evidenziato una serie di effetti sulla salute dei ratti
Spague-Dawley (36). In questa sperimentazione a lungo termine, 200 ratti (100 maschi e 100
femmine), sono stati randomizzati in 10 gruppi distinti, ciascuno contenente 10 ratti. Nella
sperimentazione ¢ stato utilizzato un gruppo di controllo per ciascun sesso per testare la tossicita
del Roundup (somministrazione di semplice acqua non addizionata con I’erbicida) e contenente
il 33% di una linea di mais isogenica con NK603; sei gruppi sono stati alimentati con una dieta
contenente 1’11, il 22 e il 33% di NK603, trattato e non trattato con glifosato. Agli ultimi tre
gruppi ¢ stata fornita la dieta di controllo e acqua contenente un preparato commerciale di
Roundup a concentrazioni corrispondenti a 50 ng/L (pari a quella che si trova raramente in
alcuni acquedotti), 0,45 g/L e 2,5 g/L (corrispondente alla meta della concentrazione usata in
agricoltura). Il preparato commerciale di Roundup usato, GT Plus, per il quale non vengono
forniti dati di composizione, era diverso da quello usato normalmente in campo aperto,
Weather-MAX.

Questa impostazione sperimentale risponde alle linee guida dell’OECD per gli studi di
tossicita subcronica (37) ma non alle linee guida sugli studi di carcinogenicita che richiedono
gruppi di almeno 50 animali di entrambi i sessi (38).
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Alla fine dell’esperimento, ¢ stata osservata una mortalita maschile piu alta rispetto ai
controlli solo nel gruppo alimentato con 1’11% di mais transgenico, mentre, quando i ratti
maschi sono alimentati con il 22 e il 33% di mais transgenico, muiono 3 volte meno dei ratti
maschi alimentati con mais non transgenico, come se il mais NK 603 esercitasse un’azione
protettiva. Nelle femmine la mortalita piu alta si osservava nel gruppo alimentato con il 22% di
NK603; inoltre, non vi erano differenze significative tra Roundup e mais NK603 trattato e non
trattato con Roundup. Gli autori, pur osservando queste differenze anomale tra le dosi utilizzate
di erbicida e di mais, sostengono che 1’effetto tossico si verifica ad una dose molto bassa (effetto
soglia); effetto che rimane percio tale anche alle alte dosi. Questa affermazione non € sostenuta
da alcuna analisi statistica e i grafici che indicano mortalita e tumori non sono in accordo con
quanto affermato nel testo.

Gli autori avanzano I’ipotesi che la mortalita e i tumori, osservati specialmente nei ratti
femmine, sia dovuto all’effetto soglia di NK603 e di Roundup sul sistema endocrino. Per
corroborare questa tesi, viene fatto erroneamente riferimento al lavoro di Vandenberg et al., (39)
che invece nega esplicitamente 1’esistenza di una soglia per gli effetti dannosi dei distruttori
endocrini. Inoltre, effetti soglia non sono necessariamente correlati ad effetti negativi sul
sistema endocrino (40, 41). I risultati osservati, quindi, possono significare pit semplicemente
che I’erbicida e il mais transgenico non avendo alcun effetto misurabile non danno incrementi di
tossicita all’aumentare della dose.

E noto, d’altra parte da lungo tempo, che i ratti Sprague-Dawley, alimentati ad libitum,
invecchiando sviluppano naturalmente tumori, piu frequenti nella ghiandola mammaria delle
femmine (42, 43), con valori che vanno dal 60% nei maschi all’80% nelle femmine (44-49).

La Commissione europea ha incaricato I’EFSA di valutare i risultati di Séralini al quale
I’EFSA ha chiesto di poter visionare i risultati grezzi dello studio. Séralini ha negato all’EFSA
tale possibilita, nel corso della conferenza stampa tenuta a Bruxelles nella sede del Parlamento
europeo (disponibile dal sito de La France Agricole: http://www.lafranceagricole.fr/actualite-
agricole/ogm-etude-des-dangers-a-verifier-reactions-video-62274.html).

Questo atteggiamento getta un’ombra di dubbio sull’appropriatezza dell’esperimento,
inoltre, la valutazione del lavoro effettuata dall’EFSA ha evidenziato numerose lacune nella
metodologia scientifica utilizzata che hanno motivato la conclusione che il lavoro non impatta
sulla valutazione del glifosato e del mais NK603 (50, 51). L’atteggiamento di Séralini ¢ stato
stigmatizzato dal Comitato etico del Centre National de la Recherche Scientifique: “Dans le cas
présent il regrette que les chercheurs concernés aient fait le choix d’une communication
inadaptée a la qualité et a [’objectivité de débat public” (http://www.cnrs.fr/comets/
spip.php?article47).

E importante segnalare che in appendice al parere dell’EFSA (50) sono stati pubblicati i
pareri sulla sperimentazione di Séralini ef a/ delle autoritda competenti di Danimarca, Francia,
Germania, Paesi Bassi e Italia (per I’Italia, I’Istituto Superiore di Sanita e [I’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale di Lazio e Toscana). Tutte le autorita competenti hanno giudicato i
risultati dello studio non coerenti e di qualita insufficiente per una valutazione del rischio.
Particolamente significativo, a questo riguardo, ¢ il parere negativo dell’Agence nationale de
sécurité sanitaire de [’alimentation de [’environnement et du travail francese, cui Séralini ha
fornito ulteriori dati pur rifiutando di nuovo di mettere a disposizione i dati grezzi.

5.1.3. Il caso degli effetti del mais GM sulla fertilita

Il Ministero austriaco della salute, famiglia e giovani ha commissionato uno studio a lungo
termine su topi alimentati con il mais NK603xMONGS810 e una linea isogenica non modificata
come controllo. Lo studio, diretto dal prof. Jiirgen Zentek dell’Universita di Vienna, presentato
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ad un congresso, a novembre 2008, avrebbe indicato che i topi alimentati con il mais
transgenico avevano meno figli dei topi di controllo. I mezzi di comunicazione diffusero
immediatamente i risultati come un’evidenza che il mais transgenico riduceva la fertilita.
Greenpeace scrisse che “Consumption of GM maize reduced fertility” chiedendo la chiusura
dell’EFSA per incompetenza e la rimozione dal mercato di tutti i mais autorizzati. Sebbene il
prof. Zentek avesse messo in guardia contro generalizzazioni troppo frettolose, da allora lo
studio ¢ stato ampiamente citato come evidenza dei rischi associati alle piante transgeniche. Lo
stesso Governo austriaco presento il lavoro allo Standing Committee on the Food Chain and
Animal Health (SCFCAH) della Commissione UE, come parte dello sforzo del Governo stesso
sulla sicurezza dei transgeni. Lo SCFCAH chiese al Governo Austriaco di fornire i dati grezzi
dello studio. L’EFSA, esaminati i dati, concluse che tali dati erano incompleti e contraddittori e
mancanti delle informazioni indispensabili per una valutazione scientifica dello studio. Lo
stesso Governo Austriaco dopo aver annunciato che gli scienziati incaricati dello studio non
erano stati in grado di presentare una valutazione statistica soddisfacente, a marzo 2010, ha
ritirato lo  studio presentato allo SCFCAH  (http://www.gmo-compass.org/eng/
news/499.docu.html). La pubblicazione della smentita comunque non ha avuto da parte dei
media la stessa enfasi dell’annuncio sull’impotenza quindi la notizia continuera a circolare come
vera per moltissimo tempo ancora.

5.2. Conclusioni

In Italia, se tutto il mais consumato fosse transgenico e¢ il consumo omogeneo nella
popolazione, un individuo, assumerebbe, ad esempio nel caso del mais Novartis Btl1, 0,015 pg
di proteina transgenica al giorno e dovrebbe consumare 600 tonnellate di mais in un singolo
pasto per arrivare al dosaggio (4.000 mg/kg) che non ha prodotto effetti nell’animale da
esperimento. L’esposizione con la dieta alle proteine transgeniche, sia nella forma
funzionalmente attiva sia in quella denaturata ¢ del tutto trascurabile e al di sotto di qualunque
livello di rischio.

Le controversie suscitate dallo studio di Séralini, il cui protocollo sperimentale ¢ stato
riconosciuto non valido, fatto che ha comportato anche il ritiro dell’articolo da parte dell’editore
della rivista scientifica che lo aveva pubblicato, hanno comunque avuto il merito di stimolare la
comunita scientifica e in particolare I’EFSA e la Comunita europea a fare chiarezza sulle
metodologie da utilizzare negli studi di tossicita a medio e lungo termine. In tale ambito EFSA
ha pubblicato un rapporto tecnico in cui ha valutato 1’applicabilita agli alimenti e ai mangimi dei
protocollo OECD TG 453 sugli studi di tossicita cronica e di cancerogeneita nel ratto (52).
Inoltre, sono stati finanziati dalla Comunita Europea alcuni progetti tra cui il progetto GRACE
(http://www.grace-fp7.eu/) con lo scopo di valutare 1’applicazione agli alimenti e ai mangimi
GM di alcuni protocolli sperimentali sia in vivo che in vitro.
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6. ALLERGENICITA DELLE PGM

La maggior parte degli alimenti pud causare reazioni avverse che, sulla base del loro
meccanismo di azione, possono essere classificate come allergie o come intolleranze alimentari
(1). Nel caso delle intolleranze, eliminando per almeno 3 mesi dalla dieta gli alimenti non
tollerati, i sintomi tendono a scomparire in ben 7 casi su 10. La gamma dei sintomi delle
intolleranze alimentari ¢ molto ampia e pud essere confusa con [’allergia alimentare
comprendendo manifestazioni d’origine nervosa (affaticamento, ansieta, attacchi di panico e
capogiri), metaboliche (aumento o perdita di peso), gastrointestinali (afte, colite, costipazione,
crampi e anche artrite e asma).

Esiste, ancora oggi, molta confusione sulle differenze tra allergia e intolleranza alimentare
(2). In base ai meccanismi patogenetici bisogna distinguere le reazioni tossiche (gastroenteriti
da tossine batteriche, intossicazioni da funghi) da quelle non tossiche, suddivisibili, a loro volta,
in immunomediate (allergie alimentari vere e proprie) e non immunomediate (intolleranze
alimentari).

Le reazioni immunomediate sono distinguibili tra quelle mediate dalle immunoglobuline IgE
e quelle mediate dalle immunoglobuline IgG (3). Le IgG specifiche sono marker di un’alterata
permeabilita della mucosa intestinale, conseguente a malattie inflammatorie croniche intestinali
e/o malassorbimento (4, 5). Purtroppo questi sintomi sono spesso mascherati e, proprio nelle
forme IgG mediate, si manifestano anche a distanza di molti giorni dall’ingestione dell’alimento
non tollerato.

Spesso le reazioni di intolleranza alimentare sono dovute agli additivi chimici (circa 3000)
usati nella produzione degli alimenti. Quelli pit spesso coinvolti sono agenti preservanti come
I’acido benzoico e i suoi derivati (da E 210 a E 219, secondo la classificazione del Codex
Alimentarius, Class Names and International Numbering System for Food Additives, (CAC/GL
36-1989), il solfito di sodio e i suoi derivati (da E 220 a E 227), i nitriti (da E 249 a E 252) e
I’acido salicilico; i coloranti come la tartazina (E 102) e I’eritrosina (E 127); i glutammati (da B
550 a B 553).

Le vere reazioni allergiche, mediate da IgE, sono solo il 20% di tutte le reazioni avverse agli
alimenti (6). Molti consumatori, ma anche molti medici, definiscono allergia qualunque risposta
anormale ad un alimento, indipendentemente dal meccanismo coinvolto nella reazione avversa.
Tale sovrastima della prevalenza dell’allergia alimentare ¢ documentata da numerosi studi sulla
percezione del fenomeno (7-9), che hanno reso evidente anche la presenza di due situazioni
contrapposte: la diagnosi di allergia in assenza della stessa e il mancato riconoscimento delle
allergie vere (7).

Le vere allergie alimentari, che si presentano ogni volta che 1’alimento responsabile ¢
ingerito, spesso indipendentemente dalla quantita assunta, possono a loro volta essere suddivise
in reazioni di ipersensibilita immediate e in reazioni di ipersensibilita differite. Nelle reazioni
immediate, 1 sintomi si sviluppano entro pochi minuti, al massimo un’ora, dall’ingestione di
quantita anche molto piccole dell’alimento. Le reazioni di ipersensibilita differita si instaurano
dopo circa 24 ore dall’ingestione ¢ sono molto meno severe delle reazioni immediate.

L’allergia alimentare “vera” implica un meccanismo immunologico e si realizza in due fasi:

1. La sensibilizzazione, che ha luogo quando un individuo predisposto entra a contatto con

I’allergene, cui segue la produzione di IgE capaci di legarsi a determinati siti
dell’allergene, denominati epitopi. Questa prima fase ¢ asintomatica.

2. Lareazione allergica vera e propria, che si verifica quando I’individuo ¢ esposto di nuovo

all’allergene. Il riconoscimento dell’allergene da parte delle IgE comporta il rilascio di
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mediatori chimici, il piu importante dei quali ¢ ’istamina. A questo punto I’individuo
manifesta sintomi clinici pitt 0 meno gravi.

L’esposizione agli allergeni alimentari, che sono sempre proteine, distinte in allergeni
maggiori o minori secondo la severita dei sintomi clinici imputabili (10, 11), stimola, negli
individui suscettibili, geneticamente predisposti, la formazione di anticorpi IgE specifici per
I’allergene ingerito (12). Le IgE si legano ai macrofagi dei tessuti o ai basofili del sangue, ed, a
questo punto, I’individuo ¢ sensibilizzato all’alimento senza aver ancora sperimentato una
reazione allergica. L’esposizione successiva porta ad un’interazione tra allergene ¢ le IgE legate
sulla superficie delle cellule, e questa interazione stimola un rilascio massiccio di mediatori
vasoattivi (istamina, leucotrieni, e una proteasi neutra la triptasi) da parte dei macrofagi e dei
basofili; mediatori che danno origine alla risposta allergica (12-16).

Le reazioni cliniche variano moltissimo tra individui diversi che possono manifestare
urticaria, rigonfiamento dei muscoli della faccia o della gola, vomito, diarrea, asma, difficolta
respiratorie e ipotensione. Queste sono le reazioni allergiche agli alimenti meglio caratterizzate
e si manifestano da pochi minuti a circa un’ora dall’ingestione.

Vi sono poi le ipersensibilita di tipo IV, mediate dalle cellule del tratto gastroenterico e non
dalle IgE, nelle quali i sintomi si manifestano tra le 6 e le 24 ore dall’ingestione; esistono anche
situazioni miste in cui sia le IgE che le cellule del sistema immune sono coinvolte nella reazione
(11).

Le allergie alimentari sono associate al consumo di un numero limitato di proteine specifiche
(13-17) contenute in:

— frutta (kiwi, banana, avocado, mele, pere);

— noci (noccioline americane, le noci del genere Juglans, mandorla, nocciola, castagna);

— vegetali della famiglia delle Umbelliferae (sedano, carota, prezzemolo, finocchio), delle

Solanaceae (patata, peperone, melanzana e caffe);

— alcune spezie (senape, semi di sesamo, paprica, coriandolo, pepe di Caienna, semi di
cumino);

— latte bovino e i suoi derivati; la proteina piu allergenica € una P-lattoglobulina assente nel
latte umano;

— soia; la soia viene largamente utlizzata dalle persone che sono intolleranti al latte bovino
e il 30% di queste finisce con lo sviluppare un’allergia alla soia;

— pesce nel quale gli allergeni comuni a molte specie sono contenuti nella carne (alcuni
pesci come il merluzzo e lo sgombro contengono alte concentrazioni d’istamina, che
possono dare sintomi simili a quelli dell’allergia);

— raramente nei cereali (grano, mais, orzo, segale, riso, sorgo, miglio); in questo caso vi
possono essere reazioni crociate con i pollini delle graminacee;

— raramente nei crostacei (gamberetti, granchi, aragosta, scampi, gambero di fiume).

Questi alimenti danno origine al 90% delle allergie alimentari, sebbene siano noti almeno
160 alimenti, associati a manifestazioni allergiche. Il rimanente 10% delle allergie alimentari ¢
causata da proteine allergeniche meno comuni ¢ interessano un numero limitato di persone (18).

La distribuzione delle allergie alimentari varia da Paese a Paese, essendo correlata
strettamente alle abitudini alimentari. Nei Paesi scandinavi, ad esempio, ¢ molto comune
I’allergia al merluzzo, mentre in Medio Oriente ¢ diffusa ’allergia al sesamo. Nell’America del
Nord le allergie alimentari colpiscono circa il 7% della popolazione adulta e il 13% dei bambini,
mentre in Europa i valori sono del 7% per i bambini e del 2% per gli adulti. Questi dati sono in
netto contrasto con quella che ¢ la percezione della popolazione sulle allergie alimentari. In
molte indagini epidemiologiche, piu del 50%, della popolazione intervistata, ha dichiarato di
essere allergica (7-9, 19-23). Nel caso dei bambini, il 40-60% dei genitori era convinto che il
proprio figlio fosse allergico. Tuttavia quando gli intervistati, o i bambini, erano sottoposti ad
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analisi cliniche appropriate questa percentuale diminuiva a meno del 2% negli adulti e al 7% nei
bambini. Se tali analisi cliniche comprendevano, oltre al test cutaneo, anche la
somministrazione controllata dell’alimento, la prevalenza delle allergie alimentari era solo dello
0,9% sia nei bambini che negli adulti (24, 25).

L’opinione pubblica sulle allergie, oltre ad essere in contrasto con i dati scientifici, ¢ tuttavia
fuorviata dalla percezione, largamente amplificata dalla stampa, che le allergie siano in
aumento. Al contrario, alcuni studi recenti hanno rilevato una diminuzione delle allergie
respiratorie (26-28) e una prevalenza costante delle allergie alimentari intorno al 2-3% (24, 25,
29, 30). Tuttavia, permane un’incertezza sulla prevalenza delle allergie alimentari nella
popolazione in quanto gli studi effettuati sono nella maggior parte eterogenei, e le analisi sono
state condotte su persone che si dichiaravano allergiche (8).

Allo scopo di definire la prevalenza delle allergie alimentari in Europa, la Commissione
Europea ha ultimato il progetto EuroPrevall (http://cordis.europa.eu/result/report/
recn/51771_en.html). Inoltre, recentemente ’EFSA ha effettuato uno studio basato sui dati di
letteratura disponibili, per valutare la frequenza delle allergie alimentari in Europa. Lo scopo di
questo studio ¢ stato quello di: stabilire, quando possibile, dei livelli soglia di concentrazione
per ogni allergene; e di valutare la disponibilita di metodi analitici in grado di determinare gli
allergeni stessi (31). Il miglioramento delle tecniche diagnostiche potrebbe spiegare un certo
numero di allergie alimentari, che prima non era possibile individuare (31). Inoltre, nella dieta
degli europei sono stati introdotti frutti esotici, come il kiwi che, nel nostro Paese, ¢ diventato
un allergizzante significativo (32).

Le variazioni nelle abitudini alimentari c¢i espongono a nuovi allergeni che consumiamo
liberamente senza porci alcun interrogativo. Perché allora dobbiamo avere il timore che
I’introduzione di una nuova proteina, di cui conosciamo il ruolo biologico e le caratteristiche
biochimiche, dovrebbe avere un impatto significativo sull’allergenicitad dei transgeni? Finora
non vi ¢ alcuna evidenza documentale che le PGM approvate per la commercializzazione
abbiano causato reazioni allergiche o che la trasformazione genica abbia causato un aumento
significativo dell’allergenicita di una pianta (33).

Tuttavia, esiste un caso in cui il trasferimento di un allergene ¢ stato documentato: la soia,
nella quale era stato inserito il gene della noce brasiliana codificante 1’albumina 2S, con
I’intento di aumentare il contenuto di metionina nei mangimi. Sebbene 1’allergenicita di questa
proteina non fosse nota, uno studio effettuato da Pioneer Hi-Bred International, durante lo
sviluppo del prodotto, dimostro il suo legame con le IgE dei sieri di persone allergiche alla noce
brasiliana (34). A seguito di questa osservazione, ¢ stato dimostrato che la proteina in questione
(Ber e 1) ¢ I’allergene maggiore della noce. Nonostante che la soia fosse stata sviluppata
solamente per uso mangimistico, il prodotto fu abbandonato a causa del rischio associato.

6.1. Storia dell’uso sicuro della pianta come alimento

Il concetto di storia d’uso sicuro di una pianta come alimento ¢ entrato a far parte dei
regolamenti sulla sicurezza degli alimenti fin dall’inizio degli anni ‘90, anche se tale concetto ¢
definito in maniera diversa dalle varie agenzie regolatorie. Ad esempio, I’EFSA richiede una
documentazione specifica caso per caso mentre la FDA considera generalmente sicuri gli
alimenti consumati comunemente prima del gennaio 1958 (35). In generale, gli alimenti
tradizionali, sebbene considerati avere una storia d’uso sicuro, non possono essere considerati
tali in ogni circostanza dato che differenti individui possono tollerarli in modo differente.
Inoltre, gli alimenti tradizionali sono considerati sicuri nel contesto del loro uso da parte del
gruppo di popolazione che li consuma, delle condizioni di preparazione e delle pratiche culturali
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associate. Alimenti con una storia sicura in una parte del mondo possono essere considerati del
tutto “nuovi” e percio da sottoporre ad una valutazione di sicurezza in un’altra parte del mondo.

Per la valutazione della potenziale allergenicita di una pianta transgenica, sono state
elaborate varie linee guida (16, 36-39), che concordano sulle caratteristiche da prendere in
considerazione:

— la storia dell’uso sicuro della pianta come alimento;

— Dorigine del gene inserito;

— la sequenza del gene inserito e delle regioni fiancheggiatrici il sito d’inserzione;

— la comparazione della nuova/e proteina/e con quelle allergeniche, ad esempio quelle
responsabili del morbo celiaco se il DNA inserito proviene dal grano, dall’orzo o cereali
correlati;

— le proprieta chimico-fisiche della nuova proteina;

— I’omologia di sequenza della nuova proteina con allergeni noti;

— la reattivita della nuova proteina con le IgE prelevate dal siero di individui allergici
all’organismo da cui proviene il gene inserito;

— Tl’analisi in vivo mediante il test cutaneo (skin prick) o la somministrazione controllata
dell’alimento che si ritiene essere responsabile dell’allergia (double-blind placebo-
controlled food challenge, DBPCFC).

Nei 15 anni trascorsi dall’introduzione delle prime PGM, sono stati effettuti molti studi
sperimentali per individuare i metodi idonei per valutare [’allergenicita di una proteina; i
risultati ottenuti non hanno permesso di individuare un test univoco idoneo a questo scopo. In
alternativa, sono raccomandate strategie, come richiesto dal Codex Alimentarius (38) e
dall’EFSA (39), basate su una combinazione delle analisi dei parametri sopra indicati e che
consentono di valutare la presenza od assenza di un rischio di allergenicita.

Nel 2012 ’EFSA, in collaborazione con le autoritd competenti di Austria e Norvegia, ha
organizzato un workshop sulle metodologie idonee alla valutazione dell’allergenicita delle
PGM; in questo ambito sono state evidenziate le limitazioni associate all’impiego dei sieri
umani (disponibilita, riproducibilita e variabilita dei sieri in base al donatore). Inoltre, ¢ emersa
la potenzialita di utilizzare a questo scopo le nuove tecniche di “profiling” soprattutto la
spettroscopia di massa (40).

6.2. Origine del gene inserito

Per quanto riguarda 1’origine del gene inserito non sono mai state descritte allergie dovute a:

— Bacillus amyloliquefaciens da cui deriva I’enzima barnase che conferisce il carattere della
maschio-sterilita;

— Streptomyces hygroscopicus da cui deriva 1’enzima fosfinotricina-acetil-transferasi che
conferisce la resistenza all’erbicida glufosinato (Liberty);

— Agrobacterium sp. ceppo CP4, origine dell’enzima 5-enolpiruvilscichimato-3-fostato
sintetasi (EPSPS) che conferisce la resistenza all’erbicida glifosato (¢ da notare che tale
enzima ¢ presente in piccole quantita nella soia non trasformata, enzima che non rientra
nei sei allergeni maggiori e i quattro minori propri della soia);

— Bacillus thuringiensis, la cui tossina (Bt) conferisce la resistenza agli insetti.

In piu di cinque decadi d’uso di Bt nell’agricoltura biologica e nella lotta alla malaria, non sono
mai state descritte allergie alimentari dovute a questa tossina. Sebbene 1’origine del gene clonato
nelle piante possa essere classificata come non allergenica, ¢ sempre necessaria una valutazione
sperimentale rigorosa di quest’aspetto. Recentemente, ad esempio, sono state descritte forme di
allergie respiratorie in lavoratori che utilizzavano Bt sotto forma di spray (41). Tuttavia questi
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lavoratori erano esposti alle forme microbiche di Bacillus thuringiensis, che inalavano, ma non
assumevano con la dieta la forma troncata della tossina, presente nelle piante transgeniche. Inoltre
la proteina CrylAc strettamente correlata alle altre proteine Cryl, somministrata, ad alte dosi, per
via intraperitoneale o per gavaggio induce una risposta IgM, IgG, una risposta mucosale IgA, ma
non una risposta IgE, dimostrando cosi 1’assenza o un basso potenziale allergico (42-44). Tale
conclusione ¢ suffragata anche dal fatto che le proteine Cry, espresse nelle piante, non sono
glicosilate € non sono omologhe, nella sequenza, a proteine allergizzanti note.

Nel caso in cui la nuova proteina inserita, derivi da un alimento allergizzante, o da una pianta
che causa allergie respiratorie, sono necessari studi di legame con IgE del siero di pazienti
allergici alla sorgente del transgene utilizzato. Nella selezione dei sieri, bisogna tener conto di
fattori demografici, dell’eta e dell’ambiente in cui si vive che influenzano il profilo di
riconoscimento delle IgE specialmente nel caso di reazioni crociate. Ad esempio, la sensibilita
al polline di betulla pud indurre allergia a ciliegia, mela, nocciola (45-47). Uno studio
multicentrico condotto in 4 Paesi ha dimostrato che olandesi, austriaci e italiani del nord erano
allergici alla mela perché allergici al polline di betulla. Le IgE che legavano I’allergene
maggiore del polline di betulla (Bet v 1), legavano anche I’allergene maggiore della mela (Mal d
1). Gli spagnoli, invece, che non sono esposti al polline di betulla, quando erano allergici alla
mela rispondevano ad un altro allergene della mela (Mal d 3), identificato come una proteina di
trasporto dei lipidi (46). Lo studio ha anche dimostrato che le differenze osservate non erano
ascrivibili a differenze genetiche nelle popolazioni studiate, ma erano il risultato solamente
dell’esposizione ambientale. Risultati simili sono stati ottenuti nel caso dell’allergia alla ciliegia
riguardo all’esposizione al polline di betulla (45, 47). Questi studi dimostrano la necessita di
una buona caratterizzazione e selezione dei pazienti, prima dell’uso dei loro sieri in protocolli di
valutazione dell’allergenicita.

Se poi la sorgente del transgene causa raramente allergie, sara molto difficile se non
impossibile reperire una quantita di sieri sufficiente per eseguire analisi statisticamente
significative. In questo caso, si ricorre ad altri elementi significativi al fine della valutazione
come la concentrazione della nuova proteina. Generalmente ¢ necessaria una concentrazione tra
0,1 e 1% delle proteine totali per sensibilizzare un individuo (48, 49), anche se alcuni individui
reagiscono anche a quantita molto basse di un particolare alimento (2, 50, 51). Ad esempio, la
dose piu bassa che provoca allergie ¢ 1 mg nel caso dell’uovo e 0,1 mL nel caso del latte.

La risposta allergica a dosi molto basse pone problemi seri nei processi di trasformazione
alimentare di alcuni alimenti. Ad esempio il mais, in sostanza non allergenico (52), puo essere
contaminato dalla soia o dal latte, allergizzanti potenti e queste contaminazioni possono creare
problemi agli allergici (51, 53, 54).

6.3. Proprieta chimico-fisiche delle proteine espresse

Un’altra caratteristica delle proteine allergeniche alimentari ¢ la stabilita della proteina alle
manipolazioni alimentari e alle condizioni proteolitiche ¢ acide dello stomaco umano (55).
Infatti, la stabilita ai succhi gastrici, per piu di due minuti, consente alle proteine allergeniche di
raggiungere la mucosa intestinale, dove puo avvenire l’interazione con le IgE presenti sulla
superficie dei linfociti.

Tutte le proteine transgeniche, finora utilizzate, sono digerite in meno di 30 secondi, nelle
prove effettuate in fluido gastrico simulato, a pH 2, secondo la United States Pharmacopoeia,
mentre le proteine che causano allergie sono stabili nell’intervallo da 8 a 60 minuti (56),
comungque, non tutte le proteine stabili alla digestione causano allergie alimentari (57).
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Tra le proteine molto labili si trovano quelle che causano sindromi allergiche orali (58). Gli
allergeni di quest’ultima categoria sono allergeni che danno reazioni crociate, quando la via di
sensibilizzazione principale ¢ 1’inalazione. Queste proteine non sono considerate allergeni veri
(59) e come tali non pongono particolari rischi se espresse in piante transgeniche.

Nel gruppo delle proteine stabili alla digestione, vi sono le taumatina-simili della mela e
dell’uva che causano allergie molto raramente mentre altre come le proteine di trasferimento dei
lipidi, provenienti da alcune varieta di piante, provocano allergie severe (45, 60). Alcune di
queste proteine stabili sono inducibili, in condizioni patologiche per la pianta, per cui la loro
espressione ¢ variabile, fatto che puo complicare il loro riconoscimento come allergeni (61).

E stato, infine, riportato che i saggi di digestione utilizzati non mimano perfettamente le
condizioni digestive dello stomaco (62, 63) e a seconda delle condizioni sperimentali si possono
avere risultati differenti sulla stessa proteina (64-69). Per questo motivo ¢ stata messa a punto e
validata, mediante un test multilaboratorio, una metodologia standardizzata, capace di dare
risultati riproducibili (64). Si tratta, percio, di un saggio importante anche se talvolta non
conclusivo. Infatti, la proteina Cry9C, espressa nel mais Starlink, in base al test ¢ risultata
stabile per piu di 4 ore nelle stesse condizioni sperimentali.

Per questa ragione la FDA, ne aveva limitato il consumo ai soli animali, prima che le analisi
in vitro e in vivo ne avessero dimostrato la non allergenicita (67). La patatina, il maggior
allergene della patata, invece si comporta al contrario venendo rapidamente digerita (68).
Tuttavia, la patatina rappresenta piu del 40% delle proteine della patata, il che corrisponde circa
a 5 g di patatina per piatto di patate, quindi 1’alta concentrazione nella dieta la protegge dalla
digestione. In ogni valutazione, percid, concentrazione e digeribilita debbono essere considerate
insieme agli altri test di allergenicita (63, 64).

Alcune autorita regolatorie richiedono anche analisi della stabilita della proteina al calore e
ai trattamenti effettuati durante la preparazione degli alimenti, va comunque sottolineato che: le
analisi di stabilita non sono standardizzate e i trattamenti industriali variano in base alla
tipologia di prodotto e alla ditta di produzione, percio, i risultati ottenuti non sono di facile e
univoca interpretazione.

Altre caratteristiche comuni delle proteine allergeniche sono la solubilita in acqua o in
soluzioni saline, la glicosilazione, un peso molecolare compreso tra 10 e 70 kD (kilodalton) e la
sequenza amminoacidica (34, 36). Molte proteine allergeniche si presentano in forma di dimeri
o trimeri, per cui il loro peso molecolare effettivo ¢ intorno a 150-200 kD, e vi sono casi di
allergeni, come quelli del latte, con peso molecolare intorno a 1,4 kD. Oggi, si conoscono le
sequenze di molte proteine allergeniche, e si ritiene che 1’allergenicita sia legata a somiglianze
di sequenza che coinvolgono almeno otto amminoacidi contigui (69). Tali sequenze minime
(epitopi), sono capaci di legare due molecole di IgE sulla superficie della membrana del
linfocita. Questo evento da origine alla reazione allergica, sia nei linfociti B sia nei linfociti T
(70). L’omologia degli epitopi ¢ probabilmente la causa delle allergie crociate (Tabella 10).

Molti degli allergeni indicati nella Tabella 10 sono definiti come allergeni incompleti perché
stimolano una risposta a causa di un’omologia di sequenza con I’allergene completo e non in
seguito ad una sensibilizzazione dell’individuo esposto. Questa reazione crociata tra pollini
come agenti sensibilizzanti e alimenti vegetali, come agenti che stimolano la risposta
immunitaria ¢ stata osservata in alcune sindromi allergiche orali (71). L’incapacita di questi
allergeni vegetali di sensibilizzare gli individui attraverso la via gastrica ¢ stata attribuita alla
suscettibilita degli stessi alla digestione proteolitica.

66



Rapporti ISTISAN 16/34

Tabella 10. Reazioni crociate tra allergeni respiratori e alimentari*

Allergene Alimento che stimola la risposta
sensibilizzante
proveniente da:

Parietaria Pisello, melone, pistacchio, camomilla, basilico, gelso, ciliegia

Composite Sedano, prezzemolo, carota, finocchio, cicoria, mela, banana, cocomero,
melone, zucca, castagna, noce, nocciola, arachide, camomilla, miele, girasole

Graminacee Frumento, anguria, melone, zucca, pesca, albicocca, prugna, ciliegia, kiwi,
limone, arancia, mandorla, pomodoro, patata, melanzana

Betullacee Sedano, prezzemolo, pomodoro, carota, finocchio, mela, pera, pesca,
albicocca, ciliegia, prugna, fragola, lampone, kiwi, mandorla, arachide, noce,
nocciola, arancia, grano, segale

Poligonacee Grano saraceno
Dermatofagoidi Lumache di terra, molluschi monovalvi
Lattice della gomma Banana, ananas, papaia, kiwi, avocado, pera, mela, pomodoro, uva, patata,

mango melone, castagna e alimenti manipolati con guanti di lattice

*Fonte: http://www.asmaeallergia.it/reazioni_crociate.php

6.4. Omologia di sequenza

La maggior parte delle proteine, responsabili di allergie respiratorie od alimentari sono state
sequenziate ¢ la loro sequenza ¢ disponibile in alcuni database come AllergenOnline
dell’Universita del Nebraska (http://www.allergenonline.org). Informazioni dettagliate sulle basi
di dati disponibili sono state realizzate dal progetto dell’UE Communicating about Food
allergies — Information for Consumers, Regulators and Industry (http://www.inflammation-
repair.manchester.ac.uk/informAll/).

E possibile utilizzare strumenti bioinformatici (72-93) per evidenziare nelle proteine
transgeniche somiglianze con allergeni di sequenza nota, ancora prima di procedere alla
trasformazione delle piante.

Proteine che hanno in comune lunghi tratti di sequenza sono spesso omologhe ed hanno in
comune la struttura tridimensionale (78, 79). In particolare, le proteine che hanno piu del 70% di
sequenza comune con una proteina allergenica, hanno alte probabilita di essere allergeniche a
loro volta; mentre proteine con meno del 50% di sequenza in comune non lo sono quasi mai.

Questa osservazione ¢ evidente nel caso della tropomiosina, presente in molte specie
animali, ma allergizzante solo in alcune. Infatti, costruendo un albero filogenetico, utilizzando la
sequenza amminoacidica delle diverse tropomiosine paragonata a quella del gamberetto, ¢
possibile osservare una chiara biforcazione nell’allergenicita (Tabella 11).

Le linee guida CODEX e FAO-WHO raccomandano un valore soglia del 35% di identita su
un segmento di 80 amminoacidi della proteina transgenica (6, 38) per ipotizzare reazioni
allergiche. Questa soglia ha lo scopo di identificare quei segmenti di sequenza che
rappresentano motivi funzionali, e che conservano la struttura conformazionale degli epitopi.
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Tabella 11. Cluster allergenico della tropomiosina

Organismo % di identita con la proteina del gamberetto Allergenicita
Aragosta 92 si
Granchio 88 si
Blatta 82 si
Acaro 80 si
Nematode 72 Si
Mollusco 64 si
Gallina 57 no
Maiale 55 no
Coniglio 49 no
Uomo 53 no

Tuttavia, nella letteratura scientifica, non vi sono casi di legame crociato di IgE con proteine
che condividono il 35% di sequenza su una lunghezza di 80 amminoacidi (80). Il criterio e,
percio, troppo conservativo e sovrastima il rischio di allergie crociate. In alternativa, si puo
esaminare 1’allineamento dell’intera sequenza (81) o aumentare la precentuale d’identita sulla
lunghezza di 80 amminoacidi fino al 50%, soglia per la quale esiste qualche esempio di reazione
crociata, seppur debole, utilizzando i sieri di individui con sintomi di allergia alla fonte di
entrambe le proteine (87).

Ad oggi non vi sono studi che abbiano validato la soglia del 35% (o del 50%) di omologia di
sequenza su una lunghezza di 80 amminoacidi per predire la reattivita crociata, tanto che
continuano ad essere usati metodi che valutano 1’omologia di sequenza su 6 od 8 amminoacidi
(71-80). Usando una finestra di 6 amminoacidi piu dei due terzi delle proteine contenute nella
base di dati Swiss-Prot presentavano identita casuali (83, 84), identita che spariscono se 1’analisi
viene fatta su frammenti di otto amminoacidi (83-87). Il razionale per la scelta degli 8
aminoacidi deriva dal fatto che le sequenze minime (epitopi), capaci di legare due molecole di
IgE sulla superficie della membrana del linfocita, sono composte da un minimo di 8
amminoacidi e sono state identificate sia nei linfociti B sia nei linfociti T (69, 70).

Anche 1 metodi basati su 6 od 8 amminoacidi non sono stati validati, ma alcune autorita
regolatorie continuano a farvi ricorso. Pioneer Hi-Bred e Dow AgroScience hanno sviluppato un
mais contenente il gene che codifica per la tossina del Bacillus thuringiensis Cry 1 F, approvato
per la commercializzazione negli USA e nel Canada dopo studi che avevano dimostrato
I’assenza di allergenicita della proteina codificata. Le autorita di Taiwan hanno richiesto di
identificare le omologie di tale proteina con le altre note, utilizzando il metodo dei 6
amminacidi. Venne trovato un singolo frammento di 6 amminoacidi omologo ad un frammento
di 6 amminoacidi dell’allergene Der p 7 dell’acaro della polvere. Sebbene non vi fosse nessun
altra omologia di sequenza, le autorita di Taiwan hanno richiesto uno studio con sieri di persone
allergiche all’acaro della polvere. I sieri utilizzati hanno evidenziato un chiaro legame delle IgE
dei pazienti con Der p 7 e nessun legame con Cry 1 F (94).

L’analisi bioinformatica ¢ puramente indicativa dato che I’omologia di sequenza, ottenuta
paragonando 6 od 8 amminoacidi ¢ del tutto casuale (87, 88). Infatti, studi di omologia di
sequenza su 312 proteine allergeniche ¢ 100 non allergeniche, hanno indicato come allergeniche
7 delle proteine non allergeniche e non hanno identificato correttamente 20 delle proteine
allergeniche (87).

La somiglianza di sequenza amminoacidica tra proteina transgenica e allergeni noti, serve
per procedere ad ulteriori esami in vitro e in vivo, come quelli previsti dalla Regolamento di
esecuzione (UE) 503/2013 della commissione relativo alle domande di autorizzazione di
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alimenti e mangimi geneticamente modificati in applicazione del Regolamento (CE) 1829/2003.
Questo regolamento stabilisce che:

“In presenza di un’indicazione di omologia della sequenza o di similarita della struttura,
una procedura importante per valutare la possibilita che 1’esposizione alle nuove proteine
espresse provochi una reazione allergica in individui gia sensibilizzati a proteine cross-
reattive si basa su test in vitro che misurano la capacita di una IgE specifica del siero di
pazienti allergici di legarsi alle proteine testate. La specificita e ’affinita della risposta
all’IgE umana variano da un individuo all’altro. In particolare, la specificita degli anticorpi
IgE ai diversi allergeni presenti in un alimento/una fonte e¢/o ai diversi epitopi presenti in
una data proteina puo variare tra gli individui allergici [...]. Lo screening specifico del siero
deve essere eseguito utilizzando appropriati test immunochimici su sieri individuali
provenienti da soggetti con allergia dimostrata e ben caratterizzata alla fonte o all’allergene
potenzialmente cross-reattivo. Sono metodi appropriati i dosaggi di legame IgE come i test
RAST (radio- allergosorbent test), EAST (enzyme-allergosorbent test), ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) e 1’elettroforesi seguita da immunoblotting con sieri specifici
contenenti IgE”

Inoltre il regolamento prevede 1’impiego di altri test:

“Benché finora non convalidati a fini di regolamentazione, altri test (dosaggi cellulari in
vitro o test in vivo su modelli animali) possono fornire informazioni utili, ad esempio sul
potenziale di nuova sensibilizzazione della nuova proteina espressa.”

6.5. Saggi in vitro

Vari studi, condotti in vitro, allo scopo di confemare il legame delle IgE del siero, ottenuto
da pazienti con allergia alimentare dimostrata, alle proteine identificate come potenzialmente
allergizzanti dall’analisi bioinformatica, hanno dato risultati negativi (87).

La disponibilita di sieri di pazienti allergici alla forma non modificata della pianta pud dare
risultati significativi. I sieri di 18 pazienti, allergici alla soia, sono stati utlizzati in vitro per
analizzare la soia transgenica. Gli stessi pazienti sono stati sottoposti al test cutaneo con estratti
di soia convenzionale e transgenica. Entrambi i metodi hanno dimostrato che non vi era una
differenza significativa nel potenziale allergenico della soia transgenica rispetto a quella
convenzionale (88, 89). Altri studi hanno utilizzato il legame delle IgE per valutare il rischio di
prodotti GM (31, 91, 92). Il disegno sperimentale e |’intepretazione dei risultati negli studi di
legame con IgE sono complessi per la presenza di numerosi fatttori di confondimento come la
struttura molecolare della proteina (monomero, multimero, folding appropriato, presenza o
assenza di ponti disolfuro, presenza o assenza di N-glicani) e la concentrazione della proteina
nell’alimento, che condiziona la sensibilita (92-94). I test devono essere capaci di individuare il
legame ad epitopi lineari e conformazionali. Il solo legame non rappresenta una misura del
rischio dato che tests positivi possono essere il risultato della reattivita crociata delle IgE agli N-
glicani della pianta. Un test positivo deve essere intepretato alla luce di indagini cliniche
appropriate.

I saggi in vitro hanno come limite la mancanza di un numero adeguato di estratti di allergeni
ben caratterizzati e standardizzati. Infatti, spesso gli standard si limitano a 1 o 2 proteine
(allergeni maggiori). Sebbene 1’analisi in vitro delle IgE possa dare informazioni utili al clinico,
si possono avere falsi negativi se gli epitopi riconosciuti dalla IgE di un individuo non sono
presenti nel materiale da analizzare. Inoltre il test delle IgE non distingue tra proteine che
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contengono un singolo sito di legame (epitopo) da quelle che hanno siti multipli di legame. Le
prime non causano degranulazione dei macrofagi a differenza delle seconde. I metodi basati
sulla misura delle IgE dimostrano la sensibilizzazione all’allergene ma non I’allergia vera e
propria. Infatti, I’albero decisionale messo a punto da FAO/WHO suggerisce delle procedure
dettagliate per la selezione dei sieri da analizzare (6).

Inoltre, il numero di sieri necessari € strettamente dipendente da decisioni politiche e socio-
economiche. Un conto ¢ decidere che si pud accettare un 5% di probabilita di una reazione
allergica nell’1% della popolazione, un altro conto ¢ considerare accettabile una probabilita
dell’1% nello 0,1% della popolazione. La scelta del rischio piu basso richiede un numero piu
elevato di sieri. Tuttavia, anche utilizzando un numero elevato di sieri, la mera presenza di
anticorpi IgE contro proteine allergeniche non correla con I’espressione di sintomi clinici ma
puo essere dovuta a reazioni crociate o ai carboidrati legati alla proteina (95).

6.6. Saggi in vivo

A causa dei limiti sopra citati, sono stati effettuati tentativi di sviluppare altri metodi in vitro,
che, perd non sono stati ancora validati (96).

Il test cutaneo (skin prick), che consiste nel pungere la pelle con una piccola quantita di
allergene, osservando la risultante reazione cutanea in relazione all’istamina, ¢ molto utile per
gli allergeni respiratori, ma poco attendibile per gli allergeni alimentari. Questi ultimi, infatti,
sono poco stabili e si denaturano molto rapidamente, per cui si preferisce ricorre ai saggi in vitro
descritti sopra.

I DBPCFC (Double-Blind Placebo-Controlled Food Challenge, test controllato di
provocazione orale con placebo a doppio cieco) rappresenta 1’unico modo certo di diagnosi di
una reazione allergica agli alimenti nell’'uomo (97, 98), anche se vi sono alcune riserve d’ordine
etico nella sua applicabilita (99). 1l test consiste nella somministrazione di piccole quantita (5-
10 mg) dell’alimento da controllare e pud essere eseguito solo in una struttura sanitaria
attrezzata, dato che in caso di risposta positiva il paziente pud andare incontro a shock
anafilattico. Ad oggi non ¢ stato utilizzato se non nel caso di un individuo che ha voluto
sottoporsi volontariamente al test con il mais Starlink.

6.7. Modelli animali

Le raccomandazioni FAO/WHO (6) richiedono la valutazione dell’allergenicita di ciascuna
nuova PGM in due specie animali separate, od in alternativa utilizzando due diverse modalita di
somministrazione in una singola specie animale, pur riconoscendo che ad oggi non vi sono
modelli animali validati per predire I’allergenicita di una proteina.

Sono stati effettuati numerosi tentativi di sviluppare modelli animali capaci di mimare la
risposta allergica, ma tale risposta ¢ influenzata dalla struttura dell’allergene usato, dal ceppo,
dalla via di somministrazione e dall’uso o meno di adiuvanti (100-110).

E stato possibile in topi BALB/c dimostrare una correlazione tra allergenicita della proteina e
risposta IgE, ma solo quando la proteina era somministrata per via intraperitoneale (104). La
somministrazione con gli alimenti non dava la stessa risposta, probabilmente a causa
dell’induzione della tolleranza.

Nel ratto, invece, era possibile ottenere una risposta IgE anche con la somministrazione orale
alla presenza di adiuvanti (102). Tuttavia, tra i fattori che influenzavano la risposta, vi era
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un’esposizione precedente dell’animale o dei suoi progenitori all’antigene (103).
Somministrando soia convenzionale o transgenica al ratto bruno norvegese si stimolava, in
entrambi i casi, un’analoga risposta IgG ma non una risposta IgE (104).

Altri modelli animali sono rappresentati dal cane, nel quale, indipendentemente dalla razza e
dall’eta, si stima che circa 1’8% sia affetto da reazioni avverse agli alimenti (107) o il maiale che
sviluppa malattie mediate da IgE, nel caso dei legumi e dei pollini (108). Questi ultimi modelli
pongono problemi organizzativi e di costo, dovendo lavorare su una popolazione molto larga
per cogliere I’evento allergico (101, 107).

Non vi sono ancora modelli animali validati per predire le allergie alimentari, anche perché
animali differenti rispondono in modo differente a proteine specifiche (111).Tuttavia alcuni
modelli animali sono stati usati con successo per identificare i meccanismi della risposta
allergica (112, 113). Alla luce della mancanza di dati sui modelli animali e le allergie alimentari
umane, e la complessa diversita genetica che predispone gli individui all’allergia, non ¢ chiara
I’utilita di questi modelli nel predire I’allergenicita potenziale nell’'uomo di una PGM o una
nuova proteina (114-116).

Al fine di identificare un nuovo approccio per la valutazione dell’allergenicita, recentemente
ai modelli animali ¢ stata applicata la proteomica. Il primo studio ha rivelato solamente che le
differenze tra il gruppo alimentato con mais transgenico e¢ quello di controllo erano piu piccole
di quelle osservate all’interno del singolo gruppo (117). Il secondo, invece, non ha osservato
alcuna differenza significativa nei profili allergenici del mais MONS810 rispetto alla controparte
non transgenica (118).

6.8. Il caso del mais Starlink

Le prove in vitro e in vivo forniscono tutti gli elementi atti a valutare gli effetti allergici o di
ipersensibilizzazione dovuti al consumo di organismi transgenici (119-131). E necessario, pero,
rilevare che il risultato positivo ad uno solo dei test sopra indicati non ¢ sempre indice di
allergenicita. Mentre nel caso della soia arricchita in metionina € stato possibile dimostrare che
la nuova proteina inserita era un allergene maggiore della noce brasiliana (34), la resistenza alla
digestione e alla denaturazione termica della proteina Cry9C, inserita nel mais Starlink
dell’ Aventis (ex AgrEvo) non hanno costituito prova conclusiva di allergenicita, per la FDA che
ha autorizzato tale mais solo per il consumo animale in attesa di altri saggi. Tuttavia, quando nel
settembre 2000, tracce di mais Starlink, a causa di una contaminazione accidentale, sono state
trovate in circa 300 prodotti destinati al consumo umano distribuiti nell’area di Chicago, sotto
forma di corn-flakes, tortillas, tacos ecc., una serie di indagini ¢ stata condotta dalle autorita
statunitensi.

I Centers for Diseases Control and prevention statunitensi hanno selezionato 28 persone
sospettate di aver avuto reazioni allergiche a seguito dell’ingestione dei prodotti contenenti
Starlink, a fronte di circa 2000 che si erano presentate in ospedale dichiarando reazioni
allergiche dovute allo Starlink (132, 133). Nessuno dei sieri delle 17 persone, che si sono
sottoposte al test, conteneva IgE specifiche per la proteina Cry9C. Questo risultato non poteva
pero escludere una reazione allergica a Starlink, perché la proteina impiegata per il saggio non
era glicosilata, a differenza della proteina espressa nella pianta (67). Altri studi su modelli
animali hanno escluso effetti immunotossici del mais Starlink (134). Una singola persona dei 17
ha richiesto di essere sottoposta al test di sensibilita cutanea al mais Starlink, test che ¢ risultato
negativo. Successivamente questa stessa persona ¢ ricorsa al test piu specifico (DBPCFC),
ingerendo 21 g del mais transgenico, quantita corrispondente al contenuto di una fortilla. Anche
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questo test ha dato risultato negativo (135), per cui le autorita USA hanno dato il via libera al
consumo umano del mais Starlink.

6.9. ll caso della papaia resistente al virus

Un caso diverso ¢ rappresentato dalla papaia SunUp, resistente al virus ringspot, trasmesso
dalla puntura degli afidi, che inibisce la fotosintesi arrestando la crescita e facendo morire la
pianta. Infezioni di questo virus hanno distrutto le piantagioni del Brasile, di Taiwan e delle
Hawaii. Per combattere questo virus ¢ stato utilizzato un gene del capside virale che, inserito nel
genoma della papaia, inibisce la replicazione virale conferendo alla pianta il carattere della
resistenza (136).

La papaia GM resistente al virus era stata autorizzata al consumo umano fin dal 1996,
I’Animal and Plant Health Inspection Service (APHIS) gli aveva accordato lo status ‘“non
regolamentato”, considerandola esente dalla regolamentazione sulle piante transgeniche (137)
perché la popolazione ¢ continumente esposta alle proteine dei virus vegetali che d’altra parte
non sono tossiche per 'uomo.

Dopo I’introduzione in commercio si ¢ visto che la proteina codificata dal transgene aveva
un’omologia di sei amminoacidi con un allergene, inserito nel 1997 nella banca dati Swiss-Prot.
Si tratterebbe di Asc s 1, allergene dei nematodi del genere Ascaris (Ascaris suum, A.
lumbricoides). A parte che con un’omologia su soli sei amminoacidi si potrebbe trattare di un
falso positivo, vi sono anche dubbi sull’allergenicita della proteina in questione. La proteina da
sola, isolata dal resto del fluido celomico del parassita, non ¢ capace di indurre una risposta IgE
o dell’inteleuchina-4, in un modello murino (138). Va sottolineato che dopo piu di un decennio
di consumo non vi sono evidenze di allergie derivanti dal consumo della papaia transgenica.

6.10. Il caso del pisello resistente agli insetti

Alcuni ricercatori australiani hanno reso il pisello (Pisum sativum) resistente ad un insetto
(Bruchus pisorum), che pud causare perdite nella resa fino al 30% (139). La resistenza era
conferita da un inibitore dell’a-amilasi, ottenuto dal fagiolo (Phaseolus vulgaris), che inibisce
I’attivita di un’a-amilasi necessaria al parassita per la digestione dei polisaccaridi, in assenza di
questo enzima il parassita, non potendosi nutrire, muore.

L’o-amilasi non presenta rischi per la salute umana od animale (140), e non ha
caratteristiche allergeniche note od omologia di sequenza con gli allergeni conosciuti. Tuttavia,
le sue caratteristiche, come 1’abbondanza di amminoacidi solforati (141), potrebbero dal punto
di vista biochimico farla assomigliare alla superfamiglia delle prolammine (142). Per questo
motivo, il pisello transgenico ¢ stato studiato nei topi BALB/c (125). Mentre nei topi, alimentati
con piselli di controllo, non sono state osservate reazioni immunitarie, nei topi alimentati con
piselli transgenici, sono state osservate: un’ipersensibilita ritardata, un’inflammazione delle vie
respiratorie, una produzione di citochine infiammatorie, un aumento del tasso di IgG1 nel
sangue, ma non del tasso di IgE.

Il trattamento della farina di pisello transgenico al calore non aveva alcun effetto su queste
reazioni. Non si ¢ avuta, invece, alcuna reazione nei topi alimentati con farina di cece
transgenico codificante la stessa o-amilasi del fagiolo. Le proprieta immunogeniche erano
percio ascrivibili al pisello transgenico in quanto tale e non all’ a-amilasi.
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L’analisi per spettrometria di massa delle proteine purificate rispettivamente dal fagiolo
donatore e dal pisello transgenico ha evidenziato delle differenze di massa molecolare nelle due
proteine, dovute ad una differente glicosilazione della proteina prodotta dal pisello transgenico
rispetto a quella del fagiolo. E la struttura glucidica, che cambia in base ai differenti enzimi di
glicosilazione, ad essere direttamente responsabile dell’immunogenicita osservata (143). Infatti,
IgE “anti-carboidrati” sono state trovate nei sieri di pazienti con allergie alimentari (144).

Sebbene il pisello transgenico non mostri proprieta allergizzanti in senso stretto, il progetto
di sviluppo di questa pianta transgenica ¢ stato bloccato. In effetti, lo studio immunologico
condotto non sarebbe stato richiesto dalle autorita regolatorie in base alle linee guida
internazionalmente accettate. In base a questa esperienza si puo concludere che una proteina
trasgenica puo subire delle modificazioni post-traduzionali diverse nelle diverse piante, e quindi
¢ fondamentale effettuare una valutazione caso per caso.

6.11. ll caso della fragola al pesce artico

Il primo tentativo di conferire al pomodoro la resistenza al freddo utilizzando 1’inserzione di
un gene che codifica per una proteina antigelo, isolato dal pesce passera del mare Artico, fu un
fallimento e non produsse pomodori resistenti al gelo (145).

Successivamente questo approccio fu esteso alla fragola, senza effettuare la verifica
dell’efficacia della trasformazione in serra o in campo aperto (146, 147). Esperimenti per
conferire alle piante resistenza al gelo sono continuati anche in seguito, ma sempre con risultati
molto modesti (148, 149), probabilmente dovuti a meccanismi post-traduzionali differenti nelle
piante rispetto a quelli presenti nei pesci. Infatti, risultati migliori sono stati ottenuti per le piante
di eucalipto rese resistenti al freddo con un gene della pianta Arabidopsis thaliana (150).

Questo tentativo ha colpito I’immaginario collettivo che ha percepito la fragola resistente al
gelo come una combinazione dal sapore disgustoso per cui si continua a sbandierare la fragole
pesce in tutte le campagne anti OGM. E invece interessante notare come nel quotidiano
giapponese The Mainichi Daily News, qualche tempo fa vi fosse la pubblicita della Nissui per
un preparato di polpette di pesce in salsa di fragola. Giornali e televisioni hanno associato
erroneamente la resistenza al gelo alla produzione da parte della fragola di glicol etilenico,
’antigelo dei radiatori.

Esaminando, invece, le proteine antigelo, dal punto di vista scientifico, occorre ricordare che
queste sono presenti in tutti gli organismi che devono superare indenni le gelate e il freddo
come i batteri, i funghi, i pesci, gli insetti e le piante (151, 152). Noi assumiamo
quotidianamente con la dieta proteine antigelo, provenienti dalle piante e dai pesci, tali consumi
sono dell’ordine di 50-500 mg al giorno per un islandese che ha una dieta prevalente di pesce
artico e di 1-10 mg al giorno per le popolazioni dei climi temperati (153), essendo tale
variazione legata alle temperature medie del periodo di consumo.

Non sono mai stati descritti effetti nocivi derivanti dal consumo di tali proteine che peraltro
non sono allergizzanti (123).

6.12. Conclusioni

Le PGM di prima generazione, modificate essenzialmente per migliorarne le caratteristiche
agronomiche, hanno subito solo lievi modifiche del loro profilo proteico. Ad esempio nella soia,
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resistente al glifosato, non sono state osservate variazioni qualitative o quantitative nella
composizione naturale degli allergeni (95, 154).

Nel caso di PGM di seconda generazione, oggi allo studio, modificate per migliorarne le
proprieta nutrizionali, si possono prevedere delle modificazioni non trascurabili nella frazione
proteica della pianta, soprattutto nel caso in cui si cerchi di variare la composizione in proteine
od amminoacidi. In questo caso, oltre a studiare le proprietda immunologiche della proteina
codificata, sara necessario valutare tali proprieta nell’alimento intero. Particolare attenzione
andra prestata anche alle PGM che sovra esprimono enzimi dato che molti allergeni hanno
un’attivita enzimatica. Vanno analizzati, altresi, gli oli provenienti da PGM che sovra
esprimono alcuni acidi grassi, dato che le piccole quantita di proteine che si trovano negli oli
possono provocare allergie (155). Inoltre, la modifica genetica puo essere utilizzata anche per
diminuire il potenziale allergenico di una PGM (156).

Infine, a causa delle reazioni crociate, nel caso esistano indicazioni in letteratura di pollinosi,
andra valutato anche la potenziale allergenicita alimentare del polline.

Le linee guida dell’EFSA raccomandano anche la sorveglianza post-marketing per le PGM
soprattutto quando il nuovo alimento non pud essere paragonato ad un alimento equivalente
tradizionale, come nel caso in cui la composizione della PGM abbia subito una variazione
significativa (39). Questo approccio ¢ rafforzato dalla normativa sull’etichettatura sancita dal
Regolamento (CE) n. 1830/2003 del Parlamento europeo e del Consiglio del 22 settembre 2003
concernente la tracciabilita e I’etichettatura di organismi geneticamente modificati e la
tracciabilita di alimenti e mangimi ottenuti da organismi geneticamente modificati.

Tale sorveglianza dovrebbe raccogliere dati sulla sensibilizzazione e sul consumo al fine di
mettere in evidenza un eventuale legame tra consumo ed esposizione alla nuova proteina. Anche
se questa metodologia presenta delle limitazioni, ad esempio, i dati di consumo desunti dagli
acquisti delle famiglie, sono parziali perché il 30% dei consumi ha luogo fuori dell’ambiente
familiare (157).

Si pud concludere ragionevolmente che, compiendo la valutazione dell’allergenicita prima
della commercializzazione delle PGM, nel caso in cui nessuno dei test descritti sopra sia
positivo, la probabilita che la nuova proteina scateni delle reazioni immunologiche ¢ molto
piccola.
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7. GENI MARCATORI PER LA RESISTENZA
AGLI ANTIBIOTICI

I geni per la resistenza agli antibiotici sono stati utilizzati negli stadi iniziali dello sviluppo
delle biotecnologie agricole per ottenere un marcatore atto ad identificare in vitro le cellule
vegetali trasformate geneticamente.

Il costrutto genico comprendente la resistenza agli antibiotici viene inserito in un batterio
quale Escherichia coli e successivamente trasferito, con varie metodiche, nelle cellule vegetali.
Le cellule vegetali cosi trasformate sono in grado di crescere in presenza dell’antibiotico,
mentre quelle non trasformate muoiono.

Nel caso in cui il gene marcatore sia sotto il controllo di un promotore procariotico esso non
viene espresso nella pianta. In alcuni casi, la pianta considerandolo un gene estraneo pud
metilarlo rendendolo inattivo.

La possibilita di un trasferimento dei geni per la resistenza agli antibiotici dalla pianta PGM
ai microrganismi intestinali dell’'uomo e degli animali ¢ stata ampiamente dibattuta dalla
comunita scientifica e dai mezzi di divulgazione.

I rischi che sono stati considerati al fine di valutare I’impatto sulla salute umana o animale
del possibile passaggio della resistenza agli antibiotici dalle piante geneticamente modificate
alla flora batterica intestinale dell’uomo e degli animali sono:

— D’importanza dell’antibiotico in terapia umana o animale e 1’eventuale unicita;

— la frequenza d’uso;

— la somministrazione per via orale;

— la presenza di una pressione selettiva per la trasformazione;

il livello di resistenza all’antibiotico presente nella popolazione batterica.
Nell’affrontare tale problematica occorre pero tenere presente anche altri fattori:
— la quantita di DNA transgenico contenuto nella maggior parte delle PGM non supera lo
0,2% della materia secca;

— D’intestino degli uomini e degli animali ¢ esposto costantemente, oltre che al DNA
proveniente dagli alimenti, anche a quello proveniente da altre fonti quali ad esempio
cellule epiteliali esfoliate, linfociti, batteri, virus;

— poiché le cellule eucariotiche non possiedono meccanismi naturali per il trasferimento dei
geni ai batteri, la trasformazione ¢ 1’unico meccanismo per il trasferimento di DNA da
una pianta ad un batterio. E noto che il trasferimento dell’antibiotico-resistenza da pianta
a batterio richiede almeno quattro passaggi:

1) il DNA rilasciato dalle cellule vegetali deve sopravvivere all’attacco delle nucleasi
della pianta e dei batteri;

2) il DNA deve essere assorbito dal batterio competente, per trasformazione naturale;

3) il DNA deve essere mantenuto nel batterio o per integrazione nel genoma
dell’ospite o sotto forma di plasmide;

4) il gene deve essere espresso e la proteina risultante deve essere funzionale.

Inoltre, il gene in questione puo essere espresso solo se sotto il controllo di idonee sequenze.
Una volta incorporato in un batterio ricevente, ¢ necessaria una pressione selettiva per
amplificare la popolazione trasformata, che altrimenti sarebbe diluita e persa a causa della
microflora preesistente.

Altro importante aspetto da considerare nella valutazione ¢ come avviene il processo di
trasformazione all’interno dei batteri. I meccanismi di trasformazione possibili sono due:
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— la ricombinazione omologa, tra due copie d’inserti integrati in tandem nel genoma della

pianta;

— laricombinazione illegittima, che non richiede regioni fiancheggianti omologhe.

La ricombinazione omologa € un evento piuttosto raro che puo interessare circa una cellula
su 10.000 (1); ancora piu rara ¢ la ricombinazione illegittima tanto che in Haemophilus
influenzae ha una efficienza 100 volte inferiore a quella della ricombinazione omologa (2)
perché questa specie batterica preferisce assumere DNA con sequenze omologhe alle proprie.
Altre specie invece, come Bacillus e Acinetobacter sp., non sono cosi stringenti per quanto
riguarda la sequenza da integrare, anche se in Bacillus sp. ¢ stata osservata una relazione
logaritmico-lineare tra ’aumento di divergenza delle sequenze di DNA e la diminuzione del
numero dei trasformati (3). E stato inoltre osservato che, affinché la ricombinazione avvenga, i
batteri devono trovarsi in uno stato fisiologico, definito competenza, che permetta
I’assorbimento di DNA esogeno (4). Lo stato di competenza ¢ un fenomeno limitato nel tempo,
che avviene in risposta a specifiche condizioni ambientali, quali 1’accesso ai nutrienti, le
condizioni di crescita, la densita cellulare (5). La porzione di batteri nota essere capace di
trasformazione naturale ¢ circa 1’1% di tutte le specie batteriche descritte (6); tra queste vi sono
alcuni ceppi importanti nella catena alimentare quali Bacillus subtilis, Acinetobacter sp.,
Lactobacillus lactis, Campylobacter sp., Helicobacter pylori e gli streptococchi (7).

Per quantificare il fenomeno della resistenza agli antibiotici, nell’ambito del progetto
“Patologie gravi e farmacoresistenza”, coordinato dall’Istituto superiore di sanita e finanziato
dal Ministero della Salute, in collaborazione con la Pfizer Italia, sono stati identificati,
classificati e inseriti in una banca dati nazionale circa 6000 ceppi batterici per i quali ¢ stato
definito lo spettro di suscettibilita agli antibiotici.

Da questa indagine ¢ emerso che in Italia oltre un quarto dei batteri che causano infezioni
quali setticemie, polmoniti, endocarditi, ascessi profondi e infezioni chirurgiche, sono resistenti
ad uno o piu antibiotici usati per curare tali malattie. In alcuni batteri, che molto di frequente
sono causa d’infezioni, quali lo Stafilococco, la resistenza alle penicilline ha raggiunto la soglia
dell’80%, mentre nei reparti di terapia intensiva le resistenze agli antibiotici hanno superato il
90% (http://www.piazzasalute.it/at/view.php?cs=ps1&at=110901&cod=9931).

E necessario che la sanita pubblica incoraggi tutte le forme di educazione al corretto uso
degli antibiotici non solo per il personale sanitario, ma anche per i cittadini stessi, nella
consapevolezza che gli antibiotici, a differenza degli altri farmaci, non sono farmaci
“individuali”, bensi “sociali”, nel senso che I’uso nel singolo paziente influenza profondamente
cio che puo succedere nella collettivita in cui vive: la famiglia, I’ospedale, la comunita.

Da questi studi emerge con chiarezza come 1’uso “non appropriato” degli antibiotici puo
portare ad insorgenza di resistenze piu di quanto non pud accadere a causa del trasferimento
genico dalle cellule vegetali.

Oggigiorno I’'impiego dei geni marcatori per le resistenze agli antibiotici non ¢ pitl permesso
pertanto le PGM di nuova generazione non esprimono tali geni. La normativa europea ha infatti
stabilito che 1 marcatori di resistenza agli antibiotici dovevano essere eliminati dalle PGM entro
il 31 dicembre 2004 per le PGM, autorizzate alla commercializzazione, ed entro il 31 dicembre
2008 per le PGM destinate alla ricerca e sviluppo.

I geni che sono stati fino ad ora utilizzati sono stati oggetto di un progetto europeo, in
collaborazione con la WHO, per la valutazione della sicurezza d’uso delle PGM: European
network safety assessment of genetically modified food crops; nell’ambito di tale progetto i geni
per la resistenza agli antibiotici sono stati suddivisi in tre gruppi principali (8) (Tabella 12).
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Tabella 12. Geni marcatori per la resistenza agli antibiotici*

Gruppo Gene Origine Substrato Inattivatore dell’antibiotico
| hph E. coli Igromicina B Igromicina fosfotransferasi
| nptll E. coli Eananjlf:lna Amminoglicoside-3-fosfotransferasi Il
eomicina
Ampicillina
Il bla E. coli Penicillina G TEM-1 B-lattamasi
Amoxicillina

Streptomicina

Il aadA E. coli+Plasmide R538-1 . .
Spectinomica

Amminoglicoside-3- adeniltransferasi

Il cat E.coli+Trasposone Tn9 Cloroanfenicolo Acetiltransferasi
Kanamicina
Enterococcus sp+ Neomicina . o .
1l nptlll Plasmide R Geneticina Amminoglicoside-3- fosfotransferasi Il
Amikacina
] tetA E. coli Tetraciclina Meccanismo di trasporto

*Rielaborato da (8)

7.1. Geni per la resistenza agli antibiotici del Gruppo |

Il gruppo I contiene geni di resistenza agli antibiotici presenti nei batteri del suolo e
dell’intestino che hanno un uso limitato in medicina umana e veterinaria. L’igromicina non ¢
usata in terapia umana e la kanamicina solo raramente, mentre la neomicina ha ancora una vasta
applicazione soprattutto come farmaco topico (9).

Il marcatore utilizzato con maggior frequenza nelle PGM ¢ stato, invece, il gene nptll, che
codifica per I’enzima amminoglicoside-3-fosfotransferasi Il (APH(3°)II), che inattiva, mediante
fosforilazione ATP-dipendente, gli antibiotici amminoglicosidici, kanamicina e neomicina (10,
11). Questo enzima non disattiva la gentamicina usata in clinica (in genere una miscela di
gentamicine C1, Cla e C2, prive del gruppo idrossilico, in posizione 3’, necessario per 1’azione
dell’enzima stesso) ma disattiva le gentamicine A e B, non rilevanti sul piano clinico (12). La
neomicina, inoltre, & poco usata a causa della sua tossicita ed ha un uso limitato al trattamento
dell’otite esterna e, in combinazione con altri antibiotici, al trattamento dell’intestino, prima di
un intervento chirurgico.

La kanamicina ¢ stata il primo amminoglicoside ad essere usato in terapia; nel corso del
tempo ¢ stato sostituito da altri antibiotici della stessa famiglia (gentamicina, tobramicina e
amikacina) a causa dei suoi effetti collaterali.

L’amikacina € un antibiotico di seconda linea nel trattamento delle infezioni da micobatteri,
come la tubercolosi, anche se il suo utilizzo per via parenterale si ¢ ridotto a causa
dell’insorgenza di resistenze dovute all’aumento di infezioni tubercolotiche tra i malati di
HIV/AIDS (13, 14).

Esperimenti condotti sia in vivo sia in vitro hanno dimostrato che I’enzima APH(3’)II ¢
sicuro, privo di tossicita o allergenicita (11). E stato possibile calcolare che in una persona, che
consumasse, al 90° percentile (mangiasse cio¢ piu alimento transgenico dello 89% del resto
della popolazione), un alimento transgenico fresco, contenente nptll, la frequenza di
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trasformazione dei batteri intestinali sarebbe 3x10™" trasformanti al giorno, cinque ordini di
grandezza inferiore alla frequenza di mutazione per la resistenza alla kanamicina, dovuta alla
replicazione cellulare (11). Il consumo del transgenico, in altre parole, aggiungerebbe un
batterio resistente al giorno ai 300.000 resistenti prodotti naturalmente durante un singolo ciclo
di replicazione cellulare.

Le stesse considerazioni possono essere fatte in caso di infezione da M. tubercolosis, dove
un mutante antibiotico resistente compare ad una frequenza di 10 per divisione cellulare: un
paziente infetto, con carica batterica compresa comunemente tra 10" ¢ 10" microorganismi,
presentera batteri antibiotico resistenti senza aver ricevuto alcun trattamento antibiotico (15,
16).

La proteina nptll, prodotta in E. coli, chimicamente e funzionalmente identica a quella
ingegnerizzata nel cotone, nella patata e nel pomodoro, ¢ stata somministrata mediante sonda
gastrica nel topo. Questo studio ha dimostrato che nell’animale da esperimento non vi erano
effetti dannosi fino ad una concentrazione cumulativa di 5000 mg/kg di peso corporeo (17).

Infine, non va sottovalutato il contributo di una dieta normale all’assunzione di batteri
kanamicina resistenti. E stato dimostrato che con un’insalata ben lavata assumiamo almeno 1,2
milioni di batteri kanamicina resistenti (18) e che l’ingestione di altri batteri antibiotico-
resistenti deriva dal consumo di alcuni formaggi (18).

7.2. Geni per la resistenza agli antibiotici del Gruppo Il

Nel gruppo II, ricadono geni di resistenza, come il gene bla, largamente presenti nei
microrganismi e che conferiscono resistenza ad antibiotici utilizzati in campi ben definiti della
medicina umana e veterinaria. Il gene bla ¢ molto diffuso nelle cellule di Escherichia coli
dell’intestino umano e in altri enterobatteri come Haemophilus, Neisseria, Salmonella ecc.

In Europa, il dibattito sui geni che conferiscono la resistenza agli antibiotici si é acceso
quando ¢ stata chiesta I’approvazione della commercializzazione del mais Ciba-Geigy (ora
Novartis) Bt 176 contenente il gene bla Teml, che codifica per un enzima, la B-lattamasi, che
degrada gli antibiotici beta-lattamici, cui appartiene 1’ampicillina. Tale gene, molto diffuso in
natura (si conoscono almeno 30 microrganismi del terreno che lo contengono), non ¢ espresso
nella pianta.

Tuttavia, la B-lattamasi conferisce la resistenza non solo agli antibiotici B-lattamici, ma
anche, ad una serie di inibitori dell’enzima stesso, che sono stati usati in terapia per riciclare
I’ampicillina. A causa del valore dell’ampicillina in terapia, il problema del passaggio della
resistenza agli antibiotici da alimento transgenico ai batteri intestinali € stato oggetto di
un’analisi approfondita da parte di esperti dell’UE, quali il Comitato scientifico per
I’alimentazione umana (Scientific Committee for Food, SCF) e quello animale (Scientific
Committee for Animal Nutrition, SCAN) e un panel di esperti nel trasferimento di materiale
genetico da organismo ad organismo.

La conclusione dei tre gruppi ¢ stata che la probabilita di trasferimento del gene bla
funzionale nei batteri gastrointestinali ¢ in concreto eguale a zero (19). Vale la pena di riportare
I’opinione conclusiva del panel di esperti europei:

“Given that even using the most favourable figures for the transfer frequency of genetic
material from GMP to micro-organisms is 10" which is 10° less frequent than the lower
end of the frequency range for micro-organisms to micro-organisms transfer, even with the
lowest estimate of the presence of resistance of 1% for micro-organisms and assuming for
GMP 100% presence of the antibiotic resistance gene, then the transfer frequency from
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GMP to result in antibiotic resistance is 10* lower than that which could be anticipated to
occur in the normal situation [...]. Of course this is the figure for the most favourable
transfer, the figure for the least favourable rate of transfer gives a theoretical additional
level of antibiotic resistance due to the growth of GMPs of 2.5x10" lower than the normal
rate for micro-organism to micro-organism transfer”.

Tutte queste considerazioni valgono ovviamente per gli animali che consumano le PGM
crudo e non per I’uomo che con la cottura provoca la denaturazione delle macromolecole.

Nonostante il linguaggio specialistico, le conclusioni degli esperti europei sono molto simili
a quelle della FDA per il gene nptll. Infatti, nel dicembre 1996 il mais Bt fu autorizzato alla
commercializzazione nel territorio dell’UE (20).

Il caso del mais Bt 176 ¢ stato un buon modello per esaminare i possibili meccanismi di
trasferimento della resistenza all’ampicillina.

Il gene bla Teml, usato in biologia molecolare (ad es. nei vettori della serie pBR322 e pUC)
¢ stato clonato nel vettore pUCI18 e il risultante costrutto ¢ stato integrato nel genoma del mais;
in assenza di ulteriori informazioni, dobbiamo assumere che il vettore e il gene bla siano intatti
e inalterati, anche se le piante, una volta rimossa la pressione selettiva per mantenere tali geni
(21), inattivano i geni estranei con meccanismi come la metilazione.

I meccanismi di trasformazione piu diffusi sono la ricombinazione omologa, tra due copie di
pUCI18 integrate in tandem nel genoma del mais e la ricombinazione illegittima che non
richiede la presenza di regioni fiancheggianti omologhe. Questi meccanismi richiedono che
pUCI18 sopravviva alla digestione da parte delle nucleasi del mais, attive all’atto della rottura
della cellula, e a quelle dei batteri del rumine o dell’intestino. La digestione produrra del DNA
in frammenti piccoli e lineari, tra i quali pUCI18 rappresentera una piccolissima frazione,
essendo un milionesimo del DNA totale della cellula del mais. Esperimenti con DNA su modelli
animali hanno dimostrato che la maggior parte del DNA recuperato nelle feci ha dimensioni
intorno a 400 paia di basi e solo una piccola frazione ha dimensioni intorno a 1,7 Kb (22).

A questo proposito, ¢ interessante notare che la lunghezza minima di replicazione del gene
bla insieme all’orf di pUC18 ¢ 1,7 Kb. Assumendo che pUC18 non subisca modificazioni nel
genoma della pianta e che sia assorbito intatto, bisogna ricordare che lo stesso ha un numero di
ospiti molto ristretto e che si replica solo in Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella, ma non
negli anaerobi (23) che nel tratto gastroenterico sono da 100 a 1.000 volte piu numerosi di .
coli. In questa situazione dobbiamo anche considerare che i batteri enterici non sono capaci di
trasformazione naturale, infatti per inglobare il DNA in E. coli ¢ stato necessario sviluppare
metodi fisici (elettroporazione) e chimici.

Utilizzando il DNA transgenico del mais sono stati condotti esperimenti di elettroporazione
in Escherichia coli senza che sia stato possibile ottenere colonie resistenti all’ampicillina;
analoghi risultati sono stati ottenuti nel tentativo di trasferire pUC19, essenzialmente identico a
pUCI18, da una patata GM al patogeno vegetale Erwinia chrysanthemi (24). Inoltre nel corso di
esperimenti condotti alimentando animali con PGM contenenti il gene bla, ¢ stato osservato che
questo gene viene digerito nello stesso modo degli altri geni della pianta (vedi §
Sperimentazione animale).

Risultati analoghi furono ottenuti con la somministrazione di un hamburger e un frullato di
latte di soia transgenica, contenente come marcatore il gene npt/l, a volontari umani (25). Nelle
feci di 12 volontari sani non ¢ stata trovata traccia di DNA transgenico o di batteri kanamicina
resistenti. Lo stesso esperimento fu ripetuto su 7 volontari che avevano subito ’asportazione
chirurgica del colon. In questo caso le feci contenevano fino al 3,7% di DNA transgenico. Nello
stesso gruppo di esperimenti & stato dimostrato che il DNA nel cavo orale umano ha un’emivita
di 6 secondi. Poiché i geni per la resistenza agli antibiotici sono molto diffusi tra le popolazioni
batteriche e gli eventi di trasferimento dalle piante transgeniche ai batteri stessi, se avvengono,
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hanno frequenze molto basse e non sono state dimostrate in vivo, € poco probabile che i geni
marcatori possano dare un contributo significativo alla diffusione dell’antibiotico resistenza
nelle popolazioni batteriche, considerato che, negli ultimi 50 anni, si stima siano state rilasciate
nell’ambiente piu di 1 milione di tonnellate di antibiotici, il 50% del quale dovuto agli usi in
medicina veterinaria e in agricoltura (26, 27).

Non vi ¢ dubbio che il problema attuale della presenza di ceppi batterici resistenti agli
antibiotici ¢ il risultato del cattivo uso degli antibiotici in medicina e negli allevamenti animali.
Nonostante nell’UE la quantita di antibiotici usati in terapia e profilassi sia, in un anno, di circa
5.460 tonnellate per I’'uomo e di 5.040 tonnellate per gli animali (28), la discussione sui geni di
resistenza agli antibiotici inseriti nelle PGM attira I’attenzione molto piu dell’abuso degli
antibiotici stessi in medicina ¢ medicina veterinaria (29, 30). E, infatti, il cattivo uso degli
antibiotici in medicina che ha portato allo sviluppo di forme di p-lattamasi piu resistenti di
quelle codificate dal gene bla TEM1, usato nel mais transgenico, che codifica per una forma piu
antica di B-lattamasi.

Alcuni ricercatori hanno investigato anche la possibilita che il DNA transgenico potesse
essere inglobato nelle cellule di mammifero a causa dell’alimentazione. Tuttavia, le evidenze
presentate non sono stati convincenti poiché i risultati ottenuti con DNA modello (31) sono stati
attribuiti ad artefatti di clonaggio (32). Altri esperimenti sono stati fatti su bovini e polli
alimentati con mais Bt; nelle cellule del sangue delle vacche e in vari tessuti dei polli ¢ stato
ritrovato un piccolo frammento (199 bp) di DNA dei cloroplasti di mais, ma non il DNA
transgenico. Lo stesso esperimento condotto nelle cellule del sangue dei tori non evidenzio la
presenza di frammenti di DNA estraneo (33, 34).

Inoltre, un’indagine eseguita sulla flora batterica del rumine non ha evidenziato differenze
tra 1 batteri del rumine di bovini alimentati con mais GM e i batteri di quelli alimentati con linee
isogeniche (34). In esperimenti di trasformazione con il gene bla, ¢ stato osservato che tale gene
dava origine a trasformanti quando era inserito nel plasmide pUC18, con una frequenza di 107
per cellula e di 10" quando era utilizzato DNA estratto dalla farina ottenuta dal mais Bt176,
mentre non si otteneva alcuna trasformazione con DNA, estratto dal mais insilato o dal latte di
capre alimentate con il mais Bt176 (34, 35).

La resistenza all’ampicillina ¢ abbastanza diffusa negli isolati batterici gram-negativi; tale
diffusione varia con il sito geografico e la frequenza di somministrazione di antibiotici. Nelle
persone esposte all’antibiotico, il 60% degli isolati fecali presentava la resistenza all’ampicillina
(36-38), mentre nelle persone non esposte tale frequenza scendeva al 10% (39, 40). In Italia la
distribuzione di isolati resistenti all’ampicillina nella popolazione generale ¢ di circa il 7%. Tale
resistenza € meno frequente per gli enterococchi, perché in questi batteri la resistenza ¢ dovuta
alle mutazioni sulla proteina di legame dell’antibiotico, piuttosto che a mutazioni sul gene bla
(41). L’evoluzione di nuove P-lattamasi dimostra che il gene bla TEMI1 pud mutare in
condizioni di pressione selettiva (30); questo fatto rafforza il concetto che il vero problema ¢ il
cattivo uso degli antibiotici e che il passaggio del gene bla dal mais ai batteri ¢ molto
improbabile e che se avvenisse sarebbe come aggiungere una goccia d’acqua all’oceano (41,
42).

L’altro gene classificato nel gruppo II, I’aad conferisce la resistenza alla streptomicina e alla
spectinomicina, due antibiotici amminoglicosidici poco usati. La streptomicina ¢ usata per il
trattamento di infezioni rare come la tularemia e la brucellosi, mentre la spectinomicina viene
impiegata nelle gonorree anogenitali (43). Sia il gene aad, che il gene cat, che conferisce la
resistenza al cloroanfenicolo sono molto comuni e possono essere ritrovati frequentemente in
natura (44-46).
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7.3. Geni per la resistenza agli antibiotici del Gruppo lii

Gli antibiotici del gruppo III sono importanti in terapia e percio i rispettivi geni sono stati e
devono essere evitati nella produzione delle piante transgeniche.

7.4. Conclusioni

I1 DNA di qualsiasi alimento puo, per quanto con una frequenza molto bassa, trovare il modo
per entrare nelle cellule di uomini od animali che lo consumano. Nel caso improbabile che tale
DNA ricombini con i cromosomi dell’ospite, la probabilita che possa poi esercitare una
qualsiasi azione biologica ¢ ancora piu remota. Anche in questo scenario, molto ipotetico, non
vi € un meccanismo con cui la cellula modificata possa trasmettere tale effetto ad altre cellule od
alle cellule germinali (47, 48).

Il destino del DNA transgenico nel tratto gastrointestinale ¢ stato analizzato sia nei ruminanti
(agnelli) che nei non ruminanti (maiali) alimentati con colza tollerante il glifosato, nelle tipiche
condizioni di allevamento. Il DNA transgenico e quello nativo esibiscono la stessa stabilita e
persistenza nel tratto gastrointestinale. Le tecniche usate hanno dimostrato la presenza di
frammenti, a basso peso molecolare, sia di DNA transgenico sia nativo e la presenza del primo
anche nei reni e nel fegato dei maiali (49). In altri esperimenti non ¢ stato possibile identificare
frammenti, anche piccoli, del gene cp4 epsps nel latte di mucche nella cui dieta la soia tollerante
il glifosato rappresentava il 26% dei pasti somministrati (50). Il transgene ¢ stato identificato
nella fase solida del digesto nel rumine e nel duodeno, ma non nella fase liquida dello stesso o
nelle feci o nel sangue, indicando una rapida degradazione del transgene in tali ambienti (51).
Questi risultati dimostrano che il DNA transgenico non ¢ processato nell’organismo in modo
diverso dall’altro materiale genetico assunto con la dieta, a sostegno della conclusione che la
possibilita che i batteri intestinali acquisiscano geni dalle piante ¢ molto improbabile.

Esperimenti con le api hanno dimostrato che i batteri del loro intestino non assumono il
transgene presente nel polline (52), anche le larve di lepidotteri che mangiano foglie di tabacco
transgenico degradano il 99% del DNA del gene marcatore (53).

Esistono molte barriere biologiche e fisiche che rendono improbabile il trasferimento di un
gene integrato nel cromosoma della pianta ad altri organismi (54). Queste barriere includono la
degradazione nello stomaco e nell’intestino da parte dell’ambiente acido e delle nucleasi (55,
56), gli enzimi di restrizione e di modificazione nei batteri che distruggono il DNA estraneo che
entra nella cellula (57), ’assenza di sequenze terminali omologhe che rende inefficace
I’integrazione nel genoma dell’ospite (58) e I’assenza di una pressione selettiva. Infine, volendo
anche ipotizzare che il DNA sopravviva alla digestione e venga integrato ed espresso nelle
cellule epiteliali dell’intestino, occorre ricordare che le cellule modificate hanno una bassa
sopravvivenza e sarebbero sostituite rapidamente da cellule nuove non trasformate.

Il trasferimento genico da piante transgeniche a batteri richiede il verificarsi di tutta una serie
di condizioni specifiche: 1) il frammento di DNA rilasciato dalla pianta deve contenere la
sequenza completa della proteina che conferisce la resistenza all’antibiotico; 2) tale frammento
deve essere assunto da un batterio competente; 3) deve superare indenne gli enzimi digestivi del
citoplasma ed essere integrato in modo stabile nel genoma del batterio. Questa integrazione
deve avvenire in una zona non silenziata del genoma e a valle di un promotore che ne attivi
I’espressione. Se cid avviene in maniera corretta ed esistono le condizioni per cui la proteina
assuma la corretta configurazione strutturale, I’espressione della stessa deve anche conferire al
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batterio un vantaggio rispetto agli altri miliardi di batteri presenti nell’intestino, altrimenti tale
caratteristica verra persa nelle generazioni successive.

Ad oggi non vi ¢ prova sperimentale di eventi di trasferimento genico in natura (47, 58, 59),
anche somministrando, per via orale, a ratti 100 ug di plasmidi al giorno, con sequenze
omologhe a quelle dei batteri del tratto gastroenterico, contenenti i geni di resistenza nptil e
aadA, non sono stati osservati eventi di trasformazione (60). D’altra parte finora non ¢ stato
osservato alcun trasferimento del DNA, contenuto nella dieta, ai batteri gastrointestinali (61).
L’analisi dell’evidenza scientifica sopra descritta ha portato I’EFSA a concludere che (62, 63):

— la frequenza di trasferimento orizzontale di geni dalle PGM ad altri organismi ¢ molto

bassa per tutti e tre i gruppi di geni che conferiscono la resistenza agli antibiotici.

— Vi ¢ gia un consistente numero di ceppi resistenti a tali antibiotici nell’ambiente:

— il gruppo I ha una storia pluriennale di uso sicuro per cui non ¢ razionale escluderlo nella
preparazione di piante transgeniche. Il gruppo II puo essere utilizzato solo nella fase di
sviluppo (esperimenti di campo) ma non nelle PGM commercializzate. 11 gruppo III non
deve essere usato in alcun caso.

Non sono, percio, le piante transgeniche a mettere a repentaglio il potenziale salva vita degli

antibiotici, ma la trasmissione tra uomo, animali e alimenti. E su queste vie di trasmissione che
bisogna intervenire in modo efficace (64-66).
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8. AMBIENTE E PGM

La maggior parte delle piante coltivate, essendo state selezionate, nel corso dei secoli,
dall’uomo per la produzione di cibo e fibra ha un grado elevato di addomesticamento. Le piante
coltivate differiscono tra loro per il numero delle caratteristiche acquisite rispetto alle
caratteristiche naturalmente presenti nella controparte selvatica. L’adattamento continuo delle
piante coltivate alle esigenze della produzione agricola ¢ nota come sindrome
dell’addomesticamento. Piante come il mais e il frumento la soia e la colza hanno subito
modificazioni cosi profonde rispetto alla loro controparte selvatica da non essere piu
competitive negli ambienti naturali.

I sistemi agricoli moderni, sia convenzionali che biologici, alterano 1’ambiente naturale
causando un declino nella diversita delle piante, delle specie di invertebrati e degli uccelli. Tale
impatto negativo si riverbera anche sulla diversita vegetale dei prati incolti e sui margini dei
campi arati sia per 1’utilizzo di foraggi ad alta resa, che per I’aumento nell’uso dei fertilizzanti,
I’uso degli erbicidi e I’aumento della purezza delle sementi (1, 2).

Pertanto anche I’impatto delle PGM sull’ambiente deve essere visto nel quadro delle pratiche
dei sistemi agricoli moderni in grado di influenzare tutte le caratteristiche ambientali (1).

Il rilascio commerciale delle piante transgeniche, avvenuto a meta degli anni ‘90 dello scorso
secolo, ¢ stato accompagnato, durante tutto questo periodo, da una continua controversia sui
potenziali effetti ambientali di questa tecnologia. A causa di cid, sono state elaborate molto
rapidamente le procedure per valutare i rischi e per controllare i rilasci sia sul piano regolatorio
con le direttive comunitarie 1990/220/CE e 2001/18/CE, che sul piano scientifico, (3-9).

La valutazione del rischio, per quanto riguarda 1’ambiente, concerne soprattutto il flusso
genico, gli effetti sui microrganismi del suolo e sugli invertebrati che si nutrono direttamente o
indirettamente di tali piante.

Tutti gli studi finora effettuati hanno confermato che, in presenza di condizioni favorevoli, il
flusso genico ¢ un fenomeno spesso presente, sebbene a basse frequenze. Le conseguenze di tale
flusso non sono immediatamente ovvie, specialmente se tali effetti sono paragonati con quelli
del flusso genico dovuto alle piante convenzionali. Una conseguenza potrebbe essere quella di
rendere, ad esempio, una popolazione selvatica piu invasiva, nel caso in cui il gene proveniente
dalla pianta transgenica conferisca un vantaggio selettivo. Tuttavia, uno studio, durato dieci
anni, su quattro differenti piante transgeniche (colza, patata, mais e barbabietola) in 12 habitat
differenti, ha dimostrato che tali piante non erano piu invasive o piu persistenti delle loro
controparti convenzionali (10).

Inoltre, ¢ molto difficile identificare un evento raro anche con i moderni metodi di screening
ambientale (11). Anche i modelli teorici suggeriscono che un’accuratezza di screening dell’85%
¢ priva di significato, salvo nel caso in cui il danno derivante dall’avere una nuova specie
invasiva nell’ambiente non sia almeno otto volte superiore al danno ipotetico che deriverebbe da
non averla (12).

Gli effetti ambientali sulle specie che si alimentano direttamente od indirettamente di piante
transgeniche sono stati molto studiati sia in laboratorio sia in campo aperto. Molto spesso gli
studi di laboratorio, condotti in condizioni controllate, non sono estrapolabili alle condizioni
variabili di campo (13); condizioni nelle quali gli effetti osservati sono molto minori (8).

Molto piu significativi sono gli effetti indiretti dovuti all’uso delle diverse pratiche
agronomiche. Nella Farm Scale Evaluation (FSE), condotto nel Regno Unito per valutare
I’impatto sulla biodiversita delle PGM resistenti all’erbicida, le differenze nella biodiversita
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all’interno delle cultivars convenzionali erano piu alte delle differenze tra piante geneticamente
modificate e le stesse cultivars convenzionali (14-26).

Quasi contemporaneamente nel Regno Unito ¢ stato condotto un altro studio “Botanical and
rotational implications of genetically modified herbicide tolerance in winter oilseed rape and
sugar beet” (BRIGHT), finanziato dall’industria ma condotto da istituzioni pubbliche. Nel
progetto BRIGHT colza invernale e barbabietola da zucchero, resistenti agli erbicidi glifosato e
glufosinato, sono state paragonate a cultivar tradizionali, in uno schema di rotazione
quadriennale con cereali. In questi esperimenti non ¢ stata osservata una diminuzione della
biodiversita delle infestanti (27).

Quando negli USA le piante transgeniche sono state utilizzate su larga scala, il profilo e la
quantita di prodotti chimici, utilizzati nella coltivazione, sono profondamente cambiati. Infatti,
ad esempio, nel caso delle piante resistenti agli erbicidi, I’aratura viene omessa e questo fatto ha
avuto come conseguenza un minor percolamento dei composti chimici nel suolo € un minor
dilavamento degli stessi fuori dal terreno coltivato. L’assenza di aratura riduce anche 1’impatto
dell’agricoltura sul riscaldamento globale, perché la CO, intrappolata nel terreno non viene
rilasciata (28). Gli effetti sulla biodiversita dipendono, oltre che dalla scelta della pianta
transgenica, dalla rotazione delle colture, dalle tecniche di coltivazione e dal differente uso dei
composti fertilizzanti e dei pesticidi (29, 30).

L’effetto delle pratiche agronomiche ¢ stato osservato anche in uno studio sulla coltivazione
del cotone (31). Lo studio, condotto per due anni, su 81 campi commerciali in Arizona, ha
dimostrato che non vi sono differenze nella resa del cotone transgenico contenente la tossina del
Bacillus thuringiensis, il cotone contenente sia la tossina sia la resistenza all’erbicida e il cotone
non trasformato, perché in quest’ultimo caso gli agricoltori impiegavano piu pesticidi per
mantenere il controllo sugli insetti. Ovviamente questi trattamenti riducevano la biodiversita nei
campi di cotone non trasformato, rispetto ai campi coltivati con cotone transgenico.

Esperimenti su larga scala sono stati condotti su mais, resistente alla piralide in Spagna (32-
34), dove la superficie coltivata con il transgenico ¢ circa il 5% del totale e in Ungheria (35)
senza che si riscontrassero effetti sull’entomofauna presente. Parallelamente altri studi su larga
scala condotti in Germania non hanno evidenziato effetti sulla microbiologia del suolo, sulla
fauna non-target e sugli indicatori degli studi agro-zoologici quali lombrichi, collembola e
nematodi. Nello stesso studio, la misurazione del flusso genico ha consentito al governo tedesco
di stabilire che in futuro le distanze tra coltivazioni di mais transgenico € non transgenico
debbono essere di 150 metri; questa distanza si raddoppia tra mais transgenico ¢ mais biologico.
L’agricoltore che vuole coltivare mais transgenico deve informare le aziende agricole vicine nel
raggio di 300 m, deve assicurare che i semi delle PGM non si mescolino con quelli non GM,
deve controllare i ricacci, deve tenere un registro delle pratiche agronomiche utilizzate nel caso
del mais GM e non puo usare lo stesso campo per coltivare mais tradizionale se non dopo due
anni dall’ultimo raccolto GM (36). Da un’analisi critica della letteratura scientifica e dei
rapporti tecnici degli ultimi 10 anni non sono emerse evidenze scientifiche di danni all’ambiente
derivanti dalla coltivazione delle PGM (37).

In Italia, € stato realizzato un progetto congiunto tra Ministero dell’Ambiente e CNR, che su
diverse specie vegetali (Lotus corniculatus, lattuga e mais) ha misurato, sia in campo aperto sia
in laboratorio, il flusso genico, I’impatto sull’entomofauna e sulla microfauna, I’impatto sulla
rizosfera, gli effetti sulla microflora intestinale dei bovini alimentati con mais Bt (38). I risultati
di questo studio non hanno evidenziato alcun rischio particolare derivante dalla coltivazione e
dall’uso di piante transgeniche. Un altro esperimento in campo aperto € stato realizzato in Italia
dall’Istituto Nazionale di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione (http://www.inran.it; ultima
consultazione 7/3/2012) (39).
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Nella valutazione dell’impatto ambientale delle PGM vi ¢ una discussione che continua da
anni se debbano essere presi in considerazione anche aspetti come la sostenibilita, la
globalizzazione, ’etica e 1’impatto scocio-economico (40, 41). Occorre domandarci se qualcuno
di tali aspetti sia intrinseco alla tecnologia PGM o se essi implichino delle conseguenze che
avrebbero luogo senza lo sviluppo delle PGM (42, 43). Molte volte, infatti, la domanda per
un’ulteriore analisi anche della dimensione socio-economica appare parte di una strategia volta
ad assicurare una conclusione negativa pre-determinata, piuttosto che un tentativo di contribuire
ad una decisione informata e responsabile sulla sicurezza delle piante PGM.

La FAOQ, analizzando la situazione creatasi nei Paesi che consentono la coltivazione di PGM,
ha concluso che in questi Paesi non vi sono stati casi di danni ambientali, ma che al contrario i
contadini usano minor quantitd di pesticidi o stanno sostituendo quelli piu tossici con quelli
meno tossici (44).

Nel 2013, molti Paesi hanno coltivato PGM a scopo commerciale per un totale di 182
milioni di ettari (45). Tra questi, 10 Paesi hanno superato il milione di ettari e precisamente
USA, Brasile, Argentina, India, Canada, Cina, Paraguay, Pakistan, Sud Africa, Uruguay,
Bolivia. Altri Paesi che hanno coltivato PGM sono, in ordine decrescente di ettari utilizzati:
Filippine, Australia, Burkina Faso, Myanmar, Messico, Spagna, Sudan, Cile, Colombia,
Honduras, Costa Rica, Repubblica Ceca, Romania, Portogallo, Germania, Polonia, Slovacchia,
Repubblica Ceca. La crescita complessiva delle aree coltivate ad PGM ¢ stata circa del 10%
annuo negli ultimi anni. Questa crescita insieme alla decisione (vicina al 100%) di continuare la
coltivazione di PGM, dopo la prima esperienza, presa da agricoltori piccoli e grandi, sia di Paesi
in via di sviluppo che di Paesi sviluppati, ¢ la dimostrazione che le PGM hanno dato, in maniera
consistente, dei buoni ritorni economico-sociali, in sistemi agricoli differenti.

La soia con il 53% dell’area totale coltivata a PGM ¢ la prima pianta utilizzata, seguita dal
mais con il 30%, il cotone con il 12% e il colza con il 5%. Se si esamina il tipo di transgene
utilizzato, domina la tolleranza agli erbicidi presente nella soia, nel mais, nel cotone, nell’erba
medica con il 63% dell’area coltivata. Va segnalata la crescita del 23% delle PGM contenenti
due o piu transgeni (stacked), come il mais resistente agli insetti e tollerante 1’erbicida, che ha
portato ad una concomitante diminuzione del 6% delle PGM che avevano solamente la
resistenza agli insetti, mettendo in evidenza uno scenario futuro in cui le coltivazioni saranno di
PGM con piu caratteristiche transgeniche. Stati Uniti e Cina hanno coltivato anche la papaia
resistente a virus, mentre Australia e Colombia hanno coltivato il garofano con colore
modificato. Vi sono state anche piccole coltivazioni di pioppo resistente alla processionaria in
Cina, zucchina resistente a virus e 1’erba medica (alfalfa) tollerante 1’erbicida negli USA.

E chiaro che i dati sull’impatto ambientale delle PGM, ottenuti nei Paesi in cui questi sono
coltivati, non possono essere trasferiti automaticamente alla realta agricola italiana. Le differenti
pratiche agronomiche impiegate possono rendere difficile il paragone tra sistemi agricoli.
Tuttavia, molti dei dati scientifici analizzati in questa rassegna ¢ prodotti in ambienti agricoli
cosi diversi tra loro, possono essere utilizzati nella valutazione dell’impatto ambientale dei
rilasci di PGM in Italia. A questo proposito, particolarmente significativo appare il lavoro di Wu
e collaboratori i quali, esaminando la situazione verificatasi in 6 provincie del nord della Cina
dove veniva coltivato il cotone resistente agli insetti, hanno osservato una diminuzione notevole
delle infestazioni su altre piante coltivate quali mais, soia, frumento, noccioline americane e
verdure (46).
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9. FLUSSO GENICO NELLE PIANTE

Il flusso genico ¢ il trasferimento di informazioni genetiche tra piante sessualmente
compatibili per mezzo di polline, semi e altro materiale vegetativo; tale trasferimento puo essere
trasmesso anche alla progenie.

11 flusso genico € una caratteristica biologica che precede la comparsa dell’'uomo di milioni
di anni ed ¢ un meccanismo che serve a mantenere quella diversitd biologica che assicura la
sopravvivenza a lungo termine delle popolazioni e delle specie in ambienti che mutano; nelle
piante questo scambio di informazione genetica avviene principalmente attraverso la dispersione
del polline. In questo capitolo, il trasporto di tratti genetici per mezzo dei semi dovuto a
movimenti meccanici, al vento, all’acqua e agli animali ¢ considerato un meccanismo diverso di
flusso genico e verra trattato nel capitolo sulla coesistenza.

11 flusso genico non ¢ un fenomeno negativo ¢ ubiquitario nel mondo biologico ed ha giocato
un ruolo fondamentale nello sviluppo delle specie di piante che conosciamo oggi. Ad esempio,
in base ai risultati dell’analisi genomica piu della meta del genoma del mais consiste di DNA
esogeno proveniente da altre famiglie.

Una delle prime preoccupazioni sollevate alla comparsa delle PGM ¢ stata la possibilita che
queste potessero diventare (o dare origine) a delle infestanti o malerbe, ad organismi con
impatto economico od ecologico negativo (1). Il processo con cui una pianta coltivata puo
“inselvatichirsi” richiede due fasi: 1) la fuoriuscita della pianta dal sito della coltivazione; 2) la
creazione da parte della pianta fuoriuscita di una nuova popolazione.

Vi sono anche numerosi esempi di “specie selvatiche, invasive”, trasportate dall’uomo
(scientemente od inavvertitamente) in nuovi ambienti, nei quali hanno causato notevoli danni
sia ambientali che economici (2).

11 flusso genico ¢ comune in natura, € non ¢ sorprendente che avvenga tra piante coltivate e
specie selvatiche, che in molti casi sono le progenitrici delle prime. Per tale motivo i nuovi geni
potrebbero passare da una pianta geneticamente modificata ad una pianta selvatica sessualmente
compatibile. Questa possibilita ha fatto balenare 1’ipotesi della comparsa di super infestanti,
anche se i nuovi geni non sempre conferiscono una migliore capacita di sopravvivenza alla
pianta trasformata.

Nell’ambito di questa esposizione considereremo “infestante”, una pianta con caratteristiche
strutturali e fisiologiche tali da avere un vantaggio competitivo sulle altre piante presenti nello
stesso ambiente e in grado di persistere in ambienti coltivati dall’uomo. E noto che le infestanti
sono state prodotte, inavvertitamente a seguito, dalle pratiche tradizionali di selezione e
incrocio.

Mentre le piante selvatiche hanno un’architettura genica che consente loro di crescere
indipendentemente dall’uomo, e indipendentemente dagli habitat controllati dall’uomo, sia le
piante coltivate che quelle infestanti dipendono per la loro crescita dalle pratiche agricole.
Piante coltivate e infestanti occupano quindi gli stessi habitat e spesso le infestanti crescono in
associazione con una pianta coltivata specifica.

Le cultivar moderne selezionate non possiedono piu caratteristiche infestanti e la loro
capacita di diventare tali, in assenza di un’introgressione genica, ¢ quasi impossibile.
L’incorporazione permanente di geni da una popolazione ad un’altra ¢ detta introgressione.

Perché possa verificarsi un incrocio tra PGM e una infestante, occorre che le due piante
siano sessualmente compatibili e che il nuovo materiale genetico sia integrato stabilmente. Al
fine di un incrocio entrambe le specie devono essere in fiore nello stesso momento, le piante
devono essere sufficientemente vicine perché un vettore possa trasportare il polline e il polline
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deve essere capace di compiere la fecondazione. Se il nuovo embrione cosi ottenuto dara origine
a semi vitali, la pianta risultante F, avra spesso una fertilita ridotta (3).

In alcune piante (es. carota, girasole, fragola e rapa), dopo un primo incrocio con un
progenitore e la formazione di un ibrido, 1’ulteriore incrocio tra il nuovo ibrido e le piante
progenitrici selvatiche limitrofe portera alla stabilizzazione nelle generazioni successive del
materiale genico inserito. Appare quindi particolarmente importante lo studio della capacita di
sopravvivenza di tali ibridi e della capacita delle successive generazioni ibride di incrociarsi con
la pianta parentale originale (reincrocio o backcross).

Il processo che porta all’incrocio puo essere suddiviso in diverse fasi: nella prima un granulo
di polline vitale deve raggiungere lo stigma di una pianta compatibile che ¢ generalmente, ma
non necessariamente, della stessa specie della pianta PGM.

Le piante potenzialmente riceventi possono essere piante coltivate non modificate e specie
selvatiche correlate.

Nella seconda fase il polline GM, dopo I’atterraggio su uno stigma adatto, deve riuscire a
fertilizzare 1’ovulo della pianta, in competizione con altro polline che si ¢ depositato sullo stesso
stigma. Nella fase successiva di sviluppo del seme, il DNA modificato della pianta PGM deve
essere incorporato nei geni della specie ricevente. Quest’ultimo passaggio dipende dai processi
stocastici che andranno a determinare se il DNA transgenico si stabilira, o meno, nella
popolazione ricevente. Successivamente, quando il DNA transgenico sara presente in un
numero di piante sufficienti da rendere i processi stocastici trascurabili, saranno processi
deterministici a governare la persistenza del DNA transgenico nelle generazioni successive.

Ellstrand et al. (3) hanno dimostrato che 12 delle 13 piante pitt importanti, coltivate a scopo
alimentare, formano ibridi con la loro controparte selvatica almeno in alcune aree della loro
distribuzione geografica.

Altri risultati suggeriscono che il flusso genico da pianta coltivata a selvatica ¢ la regola
piuttosto che 1’eccezione. Nel Regno Unito un terzo delle 31 piante analizzate ibrida con uno o
piu elementi della flora selvatica (4), mentre nei Paesi Bassi lo fa un quarto delle 42 piante
esaminate (5).

Va, tuttavia, rilevato che la probabilita d’incrocio (outcrossing) ¢ limitata, nelle maggiori
aree di coltivazione di tali piante dal fatto che la distribuzione geografica delle controparti
selvatiche non si sovrappone a quella delle piante coltivate e che per alcune specie le parentali
selvatiche non sono particolarmente vigorose.

Le potenziali ramificazioni del flusso genico delle PGM vanno viste nel contesto della
produzione mondiale di alimenti, nella quale 200 specie rappresentano il totale delle attivita
economiche e culinarie umane. Infestanti sessualmente compatibili esistono per 21 delle 25
specie maggiormente coltivate (Tabella 13). Se, pero, si esaminano le 180 infestanti piu dannose
che causano il 90% di tutte le perdite dovute alle malerbe, solo cinque gruppi (correlati a riso,
colza, sorgo, canna da zucchero ¢ avena) sono sessualmente compatibili con le specie coltivate
(6). Cio significa che ¢ piccolo il numero di possibili combinazioni di flusso genico tra le
infestanti piu dannose e le piante coltivate.

In parecchi casi la distribuzione geografica delle infestanti non si sovrappone in maniera
apprezzabile con I’areale di maggior coltivazione di una pianta. Tuttavia, anche se una data
infestante non ha un rango elevato nella classifica mondiale, puo causare perdite significative a
livello locale o regionale, come accaduto negli USA per riso e frumento invernale a seguito di
massicce infestazioni di Oryza sativa e Aegilops cylindrica.
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Tabella 13. Piante coltivate pilu importanti e specie sessualmente compatibili®

Pianta Nome Specie infestante Invasivita Distribuzione geografica
scientifico compatibile ** delle specie compatibili
T. aestivum D Nepal
Triticum Aegilops cylindrica D Turchia, USA
Frumento aestivum Ae. tauschii D Iran
T. turgidum ssp e -
durum Ae. triuncialis D Marocco, Turchia
Ae. ventricosa D Marocco
O. sativa C Globale
O. glaberrima* D Africa Occidentale
O. barthii C Nigeria
Riso Oryza satiya O. longistaminata D Africa subsahariana
O. glaberrima Asia continentale ed insulare,
O. rufipogon C Nuova Guinea, Nord Australia,
America Latina
O. punctata C Nigeria, Swaziland
Mais Zea mais Zea ”73’3 s;sp ' Messico
messicana
. . Corea, Taiwan, Giappone, Cina di
Soia Glycine max G. soya D Nordest, Siberia, Argentina
Orzo Hordeum H. spontaneum Medioriente, Iran, Asia centrale
vulgare
S. bicolor Africa, USA
Argentina, Australia, Sud Africa,
S. almun USA
Sorgo Sprghum
bicolor 51 Paesi Asia Sud occidentale e
S. halepense .
Africa
S. propinquum D Filippine
Miglio Eleusine E. coracana ssp. D Africa Occ.
coracana africana*
Pennisetum P. sieberanum D Africa Occ., Namibia
glaucum
Cotone Gossypium G. hirsutum* D Mesoamerica, Caraibi
hirsutum G. tomentosum D USA
G. barbadense
Fagiolo Phaseolus P. vulgaris D Peru, Colombia
vulgaris
Arachide Arachis A. hypogaea D Taiwan
hypogaea
B. napus D Europa, Argentina, USA, Australia,
Canada
B i Argentina, USA, Canada, Messico,
. juncea D .
Fiji, Australia
B. rapa .
colza Brassica napus  (B. campestris) C Globale-clima temperato
B. rapa Hirshfeldia incana c Argentina, USA, Sud Africa,
(B. adpressa) Europa, Australia
Rap har?us C Globale-clima temperato
raphanistrum
Sinapis arvensis C Globale-clima temperato

(B. kaber)
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continua
Pianta Nome Specie infestante Invasivita  Distribuzione geografica
scientifico compatibile ** delle specie compatibili
. Helianthus H. annuus D Sud America, Messico, USA
Girasole
annuus H. petiolaris D USA
Canna da Saccharum S. officinarum D Taiwan
zucchero officinarum S. spontaneum C Asia, Africa, Medioriente,
Mesoamerica
Patata Solanum Nessuna
tuberosum
Cassava Manihot M.esculenta D Dal sudest USA all’Argentina
esculenta M. reptans
56 Paesi di Europa, Medioriente,
. A. fatua A Asia centrale, Nord America
Avena Avena sativa - o
A. sterilis A 19 Paesi di Europa, Medioriente,
’ Asia centrale, Nord America
Palma Elaeis Nessuna
da olio guineensis
Caffe Coffea arabica Nessuna
C. canephora
Cocco Cocos nucifera C. nug/fera D Pacifico occidentale
selvatica
Cece Cicer arietinum  Nessuna
Patata lpomoea 1. trifida D America centrale e del sud
dolce batatas
- Vigna . . R
Fagiolino unguiculata V. unguiculata D Niger e Nigeria
Olivo Olea europaea O. europaea D Bacino del Mediterraneo
S. cereale D A_rgentma, USA. Iran, Turchia,
Finlandia
Segale Secale cereale : :
. Bacino del Mediterraneo, Iraq,
S. montanum D
Iran
Vitis ssp.* D Globale
V. aestivalis D USA
V. candicans D USA
V. hastata D Malesia
Vite Vitis vinifera V. rotundifolia D USA
V. ripestris D USA
V. tiliaefolia D Honduras
V. trifolia D India
V. vulpina D USA

@ Le piante sono ordinate su base decrescente di produzione secondo FAOSTAT
* le piante indicate con I'asterisco sono classificate come non infestanti
**|1 livello & stato attribuito rielaborando la classificazione di Holm et al. (7, 8) delle 180 infestanti peggiori:
A infestanti piu dannose;
B molto dannose;
C a bassa dannosita;

D non classificabili come infestanti.
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9.1. Vigore degli ibridi

Molte piante coltivate sono poliploidi mentre le loro controparti selvatiche sono diploidi;
I’incrocio tra specie con ploidia differente da origine a ibridi che contengono un numero di
cromosomi intermedi tra quello delle due specie originarie; poiché in fase di riproduzione, nel
corso della meiosi, possono avvenire problemi nell’accoppiamento dei cromosomi omologhi, gli
ibridi risultanti possono essere sterili con la conseguenza che la diffusione nell’ambiente viene
automaticamente bloccata.

In generale I’ibridazione spontanea tra piante a differente ploidia, ha maggior successo
quando la pianta materna ¢ quella a ploidia piu alta, perché 1I’embrione si sviluppa in modo
anormale quando il rapporto genomico materno: paterno devia da 2:1 (9). I risultanti ibridi
triploidi non sono sterili, come si ¢ pensato per lungo tempo, perché alcuni sono capaci di
produrre gameti euploidi, funzionando cosi da ponte per il flusso genico o la formazione di una
nuova specie poliploide (10).

A livello del genoma la probabilita di trasferimento genico dipende dal livello di omologia
genetica e strutturale tra pianta coltivata e controparte selvatica. L’introgressione sara piu alta
nel caso in cui i genomi coinvolti abbiano un alto grado di omologia come nel caso della
barbabietola Beta vulgaris x B. maritima (11). Analogamente I’introgressione di un gene di una
pianta coltivata poliploide ad una specie correlata dipendera dalla localizzazione dello stesso
gene sul genoma; ad esempio 1’introgressione di un gene dalla colza (genoma, A4CC) verso la
rapa campestre (genoma, AA4) sara favorita quando il gene ¢ localizzato sul genoma A piuttosto
che sul genoma C (12).

L’introgressione puod avvenire solo nel caso in cui gli ibridi raggiungano la fase riproduttiva
e producano progenie. Per tale motivo, ¢ importante non solo stabilire il potenziale
d’ibridazione tra taxa, ma anche valutare il vigore della generazione ibrida risultante.

E opinione comune che i geni delle piante coltivate, specialmente quelli associati
all’addomesticamento (e forse anche i transgeni inseriti) siano svantaggiosi per le popolazioni
selvatiche od abbiano effetti nocivi/fatali sul vigore delle popolazioni ibride (13), che non
sarebbero cosi capaci di diffondersi. Tuttavia, i geni coinvolti nell’addomesticamento spesso
presentano alleli recessivi, per cui in un incrocio tra pianta coltivata e specie selvatica
compatibile 1’allele dell’addomesticamento sara annullato nello stato eterozigote e I’ibrido
esprimera il fenotipo selvaggio. In questo caso la prima generazione di ibridi sara simile alla
pianta selvatica, il che potrebbe aumentare la probabilita di sopravvivenza. Nelle generazioni
successive, geni della pianta coltivata possono esprimersi nella specie selvatica riducendone la
fittezza al di fuori dei campi coltivati (6).

Vi sono vari esempi di questo fenomeno di cattivo adattamento. Gli ibridi tra carota coltivata
(Daucus carota ssp. sativa) e specie selvatica (Daucus carota ssp.) ereditavano la sensibilita al
gelo della specie coltivata, per cui avevano una capacita di sopravvivere al gelo inferiore a
quella della specie selvatica ma leggermente superiore a quella della specie coltivata (14). Una
situazione simile ¢ stata trovata negli ibridi di colza (Brassica napus) con Brassica campestris. 1
semi ibridi, risultanti da incroci reciproci, non esprimevano la dormienza (lo stato fisiologico in
cui si trova il seme prima della germinazione) come la specie coltivata Brassica napus (15).
Questo fatto diminuisce il vigore dei semi che rimangono nel terreno dopo il raccolto. In alcuni
casi si osserva un sostanziale equilibrio tra effetti positivi e negativi risultanti dal flusso genico.
L’incrocio tra girasole (Helianthus annuus) coltivato e controparte selvatica da origine a semi
con dimensione doppia rispetto a quelli della specie selvatica. Tali semi sono mangiati dagli
uccelli in maniera significativamente maggiore, rispetto ai semi della pianta selvatica. La
maggior dimensione ¢ un segno positivo di vigore, perché il seme ha piu riserve alimentari per
svilupparsi, ma in questo caso la preferenza degli uccelli riduce la capacita degli ibridi di
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sopravvivere (16). Inoltre, quando i semi degli ibridi F, tra specie coltivata e specie selvatica di
girasole venivano interrati, per verificarne la dormienza, questi presentavano una minor
dormienza e una minor produzione di semi rispetto alla controparte selvatica (17). Altri esempi
di equilibrio nel vigore sono stati osservati sempre in girasole (18) per la resistenza ai funghi,
nella barbabietola per la resistenza a virus (19), e negli ibridi interspecifici tra il sorgo coltivato
(Sorghum bicolor) e I’infestante Sorghum halepense (20).

In molti taxa gli ibridi interspecifici hanno un vigore migliore dei loro progenitori. Ad
esempio, 1 semi degli ibridi tra colza Brassica napus e selvatica Brassica rapa sopravvivono
meglio, in campo, dei semi di quest’ultima (21). Un altro esempio ¢ dato dal ravanello
(Raphanus sativus) nel quale gli ibridi tra varieta coltivata e specie selvatica producevano piu
frutti e piu semi della specie selvatica (22). Gli ibridi tra varieta coltivata e specie selvatica
compatibile, come dimostrato da questi esempi, possono essere sufficientemente adatti a
riprodursi e sopravvivere, con conseguente diffusione dei geni della pianta coltivata.

In generale, il trasferimento di un transgene da pianta coltivata a specie selvatica dovrebbe
essere piu probabile nei casi in cui la caratteristica trasmessa sia neutra o benefica per la pianta
ricevente. Invece, i risultati sperimentali non sono univoci in tal senso. Il trasferimento manuale
di polline da una barbabietola resistente alla rizomania (che esprime le proteine del capside
virale del Virus BNYVYV) alla barbabietola selvatica (Beta vulgaris sp. maritima) ha dato, in un
caso, un aumento di resistenza al virus negli ibridi F;, mentre in un’altro, naturalmente
resistente, non ¢ stato osservato alcun incremento (23). In altri esperimenti di trasferimento
meccanico, il polline di Brassica napus L, contenente il gene bar (che conferisce la resistenza
all’erbicida Basta) ¢ stato depositato sui fiori del ravanello selvatico (Raphanus raphanistrum)
ottenendo cosi degli ibridi interspecifici. Quando questi venivano coltivati, il numero di ibridi
interspecifici diminuiva ad ogni generazione successiva, dimostrando, cosi, che il vigore era
diminuito e che la probabilita di trasferimento genico stabile era molto bassa (24).

Nel girasole contenente la tossina Bt (25) ¢ stato osservato un aumento del vigore degli ibridi
F;, mentre I’inserimento del gene per la resistenza ai funghi non ha mostrato effetti (17).

Una varieta transgenica della zucca (Cucurbita pepo) contenente la resistenza a due virus ¢
stata confrontata, con varie controparti selvatiche. I risultati hanno dimostrato che la
generazione F; era sufficientemente vigorosa da contribuire all’insieme genetico delle
generazioni successive, ma gli ibridi non erano piu vigorosi dei progenitori selvatici (26). Un
altro studio sulla dipendenza del vigore dal tipo di gene ¢ stato condotto sul riso. Il trasferimento
del gene bar, che conferisce la resistenza all’erbicida glufosinato, dal riso coltivato GM (Oryza
sativa) alla varieta infestante, selvatica rossa (Oryza sativa forma spontanea) non ha influenzato
né la dormienza né la produzione di semi (27).

Tutti questi studi si basano sul principio che il flusso genico sia unidirezionale: dalla
popolazione transgenica a quella selvatica. In realta, le conseguenze del flusso genico
dipendono proprio dalla direzione (simmetrica o asimmetrica). Se il flusso ¢ simmetrico tra due
0 piu popolazioni, il suo effetto sara la riduzione della diversita genetica tra le popolazioni e un
aumento delle differenze genetiche tra individui della singola popolazione considerata. Se
invece, il flusso € molto piu alto da una popolazione donatrice ad un’altra ricevente, rispetto al
flusso contrario, il risultato, a lungo termine, sara lo spostamento degli alleli della popolazione
ricevente, con la conseguente sostituzione con gli alleli della popolazione donatrice. Questo
fenomeno ¢ stato descritto almeno nel caso del fagiolo comune (Phaseolus vulgaris) nel quale il
flusso genico dalla popolazione coltivata verso la popolazione selvatica ¢ di 3-4 volte superiore
a quello in direzione opposta (28). Papa ¢ Gepts, sebbene non vi siano informazioni sufficienti
su altre specie coltivate, in base ai dati disponibili sul rapporto tra differenze genetiche tra
popolazioni coltivate e selvatiche e loro demografia, hanno formulato I’ipotesi che tale flusso
asimmetrico sia presente anche nell’orzo (29), nell’erba medica (30) e nel mais (31).
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Vi sono numerosi altri studi sul vigore degli ibridi, con o senza caratteri transgenici, riassunti
da Ellstrand et al. (3) e da Eastham e Sweet (32). La maggior parte dei lavori sulla
sopravvivenza dei transgeni nelle popolazioni naturali ¢ stata indirizzata alla fittezza degli ibridi
Fi.

La fittezza ¢ la capacita di un individuo di sopravvivere e riprodursi in un dato ambiente,
lasciando una progenie piu numerosa; essa ¢ funzione di una grande varieta di parametri, che
vengono espressi durante la vita della pianta, quali, ad esempio, la dormienza dei semi, la loro
germinabilita, la crescita vegetativa e la feconditda maschile/femminile. Identificare, tra questi,
gli elementi piu critici non ¢ facile e dipende dall’ecologia delle piante sessualmente
compatibili.

La stima, della fittezza degli ibridi pud avere, quindi, scarso valore predittivo nella
valutazione della persistenza dei transgeni, nelle normali condizioni di coltivazione dove non
sono presenti i fattori limitanti, presenti invece nell’ambiente non coltivato quali I’acqua e i
nutrienti del suolo e dove la competizione inter-specifica € molto bassa. Esempi di di fittezza di
alcuni ibridi sono riportati in Tabella 14.

Tabella 14. Fittezza relativa degli ibridi selvatico/coltivato rispetto ai controlli selvatici*

Ibrido Fittezza relativa Rif.
Oryza sativa (var rossa) x O. sativa Ibridi > Controlli 33
Sorghum halepense x S. bicolor Ibridi = Controlli 20
Helianthus annuus x H. annuus Ibridi < Controlli 17
Cucurbita pepo x C. pepo Ibridi < Controlli 26
Hirschfeldia incana x Brassica napus Ibridi < Controlli 34
Raphanus raphanistrum x Brassica napus Ibridi < Controlli 35
Brassica rapa x B. napus Ibridi = Controlli 36
Brassica rapa x B. napus Ibridi = Controlli 37
Brassica rapa x B. napus Ibridi << Controlli 21
Raphanus raphanistrum x Brassica napus Ibridi < Conrrolli 38
Raphanus raphanistrum x Brassica napus Ibridi < Controlli 35
Raphanus raphanistrum x Brassica napus Ibridi << Controlli 35

*Rielaborata da (9)

Alla luce dei risultati discussi precedentemente ¢ chiaro che non ¢ possibile impedire del
tutto la dispersione dei geni. I predittori intuitivi della fuga dei transgeni, come le modalita di
riproduzione, la ploidia della pianta coltivata rispetto a quella della controparte selvatica,
I’abbondanza relativa di entrambe sul territorio in esame, non sono sufficienti per valutare
correttamente il rischio associato. Il flusso genico dalla pianta coltivata alla controparte
selvatica ¢ in qualche modo non prevedibile e pud essere considerato pianta-specifico, varieta-
specifico, sito-specifico e anche stagione-specifico (4).

Le conoscenze acquisite non consentono di trarre conclusioni certe, anche se le osservazioni
effettuate su piante convenzionali, introdotte in nuovi sabitat, hanno dimostrato che solo il 10%
di queste si acclimata nel nuovo ambiente e che solo il 10% di quelle acclimatate diventa
un’infestante (39, 40); di conseguenza, solo lo 0,1% delle specie introdotte in un nuovo
ambiente ha la possibilita di diventare infestante. Pertanto, ¢ quasi impossibile predire
’attendibilita di un evento cosi raro.

Queste osservazioni valgono nel caso considerassimo la PGM come una pianta esotica
introdotta per la prima volta nell’habitat di coltivazione. Se, invece, ipotizziamo che la pianta
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transgenica si comporti come la controparte convenzionale, la modificazione genetica andra ad
influenzare solo la fittezza della pianta trasformata (41), al contrario, se la caratteristica inserita
nella pianta transgenica non ne aumenta la fittezza, questa si comportera come la controparte
convenzionale per quanto riguarda I’invasivita; in termini ecologici potremmo affermare che, in
questo caso, il rilascio del transgene sarebbe eguale in termini di rischio al rilascio della
controparte convenzionale (42). In base a queste osservazioni, cosi come ¢ necessario eseguire
una valutazione del rischio nel caso di rilascio deliberato di una PGM anche nel caso di
coltivazione di piante selezionate con tecniche tradizionali dovrebbe essere necessario valutare
gli effetti potenzialmente dannosi sugli ecosistemi.

Dal 1996 al 2011, sono stati coltivati con piante transgeniche piu di mille milioni di ettari, in
25 Paesi, senza che l’ipotesi di generare nuove infestanti da parte delle piante GM si sia
avverata.

9.2. Autoimpollinazione e impollinazione incrociata

Il rilascio, il trasporto e la deposizione del polline, dalla parte maschile (antera) alla parte
femminile (stilo e stigma) nei fiori, costituiscono il processo d’impollinazione.

I granuli di polline non sono capaci di disperdersi nell’ambiente autonomamente, ma hanno
bisogno di vettori di dispersione. Questi possono essere biotici, come gli insetti, gli uccelli e i
mammiferi, o abiotici, come il vento e 1’acqua. Il 90% circa delle angiosperme ¢ impollinato da
animali, ma alcune di esse come il mais, la segale, i giunchi, le ciperacee, sono impollinate dal
vento (43) (Tabella 15). In Italia, il vento e gli insetti sono i principali vettori di dispersione del
polline. Le specie autoimpollinanti (selfing) dovrebbero essere prive di meccanismi che
promuovono la dispersione del polline; in realta, anche qui si osservano dei livelli apprezzabili
di impollinazione incrociata/eterogama (outcrossing) specialmente quando queste sono visitate
dagli insetti. Le specie impollinate dal vento possono, invece, essere o altamente
autoimpollinanti o altamente eterogame, con rari casi intermedi (44). Le piante impollinate dagli
insetti mostrano entrambe le modalitda, ma con maggiore preponderanza di impollinazione
eterogama. Una spiegazione per tale differenza pud essere che il vento ¢ una costante per queste
popolazioni, mentre la presenza di insetti e le loro visite alle piante possono essere molto
variabili.

Le specie allogame obbligate, impollinate dagli insetti, a differenza delle autoimpollinanti
(autogame), non sono capaci di autofecondarsi e il polline prodotto, anche se si deposita sul
proprio stigma, non entra in competizione con il polline proveniente dall’antera di un altro
individuo della stessa specie.

La dispersione di polline da parte degli insetti ¢ funzione del comportamento e della
concentrazione degli insetti stessi che determinano 1’andamento dei flussi di polline e
I’efficienza dell’impollinazione. Gli imenotteri, ad esempio, eseguono voli corti, trasportano alta
carica di polline con alta efficienza d’impollinazione, mentre i lepidotteri sono caratterizzati da
voli lunghi, piccoli carichi di polline con scarsa efficienza d’impollinazione (44). Gli insetti
specialisti che visitano fiori della stessa specie, senza visitare fiori di altre specie, sono
impollinatori piu efficienti depositando molto polline co-specifico. Le popolazioni d’insetti
generalisti che visitano i fiori di molte piante possono presentare alcuni individui che
preferiscono poche (od una) specie, dando cosi anch’essi un’alta efficienza (45-47).

Il polline delle piante zoogame ha assunto diverse forme di specializzazione; infatti, alcuni
tipi di polline mostrano delle decorazioni superficiali, come spine o reticoli, che — intrappolando
i lipidi di superficie — agiscono come adesivi favorendo ’aggregazione del polline in blocchi e
I’adesione di questi ultimi agli insetti.
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Tabella 15. Biologia riproduttiva delle piante coltivate piu importanti

Pianta Nome scientifico Vettori del Principale meccanismo
polline di riproduzione
Frumento ?@ﬁ%ﬁ.’;ﬁ;ﬁgg@umm Vento Autoimpollinazione
Riso 8%:;::;%61 Vento Autoimpollinazione
Mais Zea mais Vento Esoimpollinazione
Soia Glycine max Insetti Autoimpollinazione
Orzo Hordeum vulgare Vento Autoimpollinazione
Sorgo Sorghum bicolor Vento Autoimpollinazione
Miglio Eleusine coracana Vento Autoimpollinazione
Pennisetum glaucum Vento Esoimpollinazione
Cotone Gossypium hirsutum Insetti Autoimpollinazione
G. barbadense insetti Autoimpollinazione
Colza Brassica napus insetti Autoimpollinazione
B. campestris Insetti Esoimpollinazione
Fagiuolo Phaseolus vulgaris insetti Autoimpollinazione
Arachide Arachis hypogaea Autoimpollinazione
Girasole Helianthus annuus Insetti Esoimpollinazione
Patata Solanum tuberosum Insetti Autoimpollinazione
Canna da zucchero Saccharum officinarum Vento Talea
Cassava Manihot esculenta Insetti Esoimpolllinazione,
Avena Avena sativa vento Autoimpollinazione
Cocco Cocos nucifera Vento, insetti Varie
Caffe Coffea arabica Insetti Autoimpollinazione
C. canephora Insetti Esoimpollinazione
Cece Cicer arietinum insetti Autoimpollinazione
Fagiolino Vigna unguiculata insetti Autoimpollinazione
Segale Secale cereale Vento Esoimpollinazione
Palma da olio Elaeis guineensis Insetti Esoimpollinazione
Patata dolce lopmea batatas Insetti Esoimpollinazione
Barbabietola Beta vulgaris Vento Esoimpollinazione

Vite

Vitis vinifera

Vento, insetti

Esoimpollinazione

Olivo

Olea europeae

Insetti

Esoimpollinazione

In altri casi, dai pollini sporgono fili di polimeri che li aggrovigliano insieme per facilitare il
trasporto da parte degli insetti oppure sulla superficie del polline stesso sono presenti sostanze
viscose; questi pollini hanno anche una superficie spessa e impermeabile che li protegge da
eventuali cambiamenti climatici. L efficienza d’impollinazione ottenuta tramite gli insetti ¢ tale
che la produzione di polline in queste piante si limita, in media, a 1.000 granuli di polline per
antera. Una caratteristica importante ¢ la distanza coperta durante il volo dagli insetti
impollinatori; questa distanza permette di valutare il flusso genico dovuto al polline, anche se la
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maggior parte di questi insetti compie voli brevi. Le farfalle, ad esempio, coprono in media
distanze piu grandi tra due visite consecutive ai fiori, rispetto ai bombi che, a causa del loro
maggior dispendio energetico (45), volano solo tra fiori vicini.

Le api, al contrario, possono alimentarsi anche a 10 km di distanza dall’alveare anche se ¢
stato osservato che, nelle aree coltivate, esse si limitano a compiere voli di poche centinaia di
metri (48). Le api, inoltre, lasciando ’alveare, possono trasportare del polline proveniente da un
precedente volo andando a impollinare anche piante piu distanti di quelle visitate durante un
singolo volo (49).

Come si puo osservare il comportamento degli insetti € influenzato da molte caratteristiche
riferibili alle popolazioni delle piante (dimensioni, densita, eventuale isolamento mecc) e dalle
caratteristiche tipiche della popolazione degli insetti quali, ad esempio, le dimensioni e la
distanza tra le popolazioni stesse.

In presenza di una popolazione continua di fiori, i voli sulle piante sono relativamente brevi
(inferiori circa a 20 m) (49) e le piante piu lontane rimangono senza impollinazione (50). D’altra
parte, al diminuire del numero di piante presenti in una determinata popolazione, la distanza,
alla quale I’impollinazione avviene con successo, diminuisce. Questo complesso di fattori puo
dare come risultato andamenti diversi di flusso genico tra popolazioni di piante identiche, ma
situate a distanze diverse (51). Nel ravanello selvatico (Raphanus savitus L.) ¢ stato osservato
che grandi popolazioni poste a grandi distanze importavano piu polline rispetto a piccole
popolazioni vicine (3). Tuttavia nelle popolazioni vegetali, presenti nel territorio a bassa densita,
il polline portato dagli insetti costituisce una frazione relativamente piu grande che non nel caso
di popolazioni ad alta densita (52). Altri parametri ecologici che possono influenzare
I’impollinazione da parte degli insetti sono la forma della popolazione, la presenza o meno di
ospiti alternativi e la velocita di fioritura (3).

Il flusso genico, determinato dall’azione degli insetti, pud essere quindi molto variabile tra
specie, tra popolazioni della stessa pianta e collegato a fasi temporali differenti. In generale, il
flusso non raggiunge distanze superiori ai 100-200 metri, anche se per molte piante coltivate
non ¢ ancora noto fino a quale distanza massima il polline possa essere disperso. Per la patata
(Solanum tuberosum) la distanza massima misurata per 1’impollinazione da insetti ¢ stata di
1.000 metri mentre per il colza (Brassica napus) di 4000 metri che sono diventati 3000 nel caso
di trasporto anemofilo (53).

Le piante anemofile, impollinate cioé dal vento, comprendono tutte le gimnosperme, la
maggior parte delle crittogame e un certo numero di angiosperme. Questo tipo di dispersione
dipende principalmente dalle caratteristiche del vento, dalla velocita di caduta del polline e
dall’altezza del rilascio rispetto al terreno; essendo un fatto casuale queste piante devono
produrre una grande quantita di polline per aumentare la probabilita che esso si depositi su uno
stigma compatibile.

In genere, la produzione di polline in queste piante ¢ 10 volte piu grande di quella delle
piante zoogame: il loglio, I’erba marzolina e la scagliola, rilasciano da una spiga, trai2 e i 5
milioni di granuli di polline (54). I pollini di queste piante hanno caratteristiche superficiali tali
e vescicole d’aria che gli consentono di rimanere in aria, sono piccoli e leggeri con diametri
medi di 30 pm, la maggior parte viene rilasciata al mattino presto quando le correnti
ascensionali sono piu forti.

Per il trasporto anemofilo sono importanti, non solo la velocita orizzontale e la direzione del
vento, ma anche I’eventuale turbolenza (55, 56) che puo essere di tipo: meccanico con alte
velocita orizzontali del vento (come avviene durante i temporali); associata a correnti d’aria
discendenti, con scarse correnti ascensionali; oppure a correnti ascensionali di origine termica,
dovuta cio¢ all’aumento della temperatura dell’aria provocato dal sole.
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In quest’ultimo caso le correnti ascensionali predominano su quelle verso il basso e giocano
un ruolo importante nella dispersione del polline portandolo in alto e favorendo, cosi, la
dispersione in aree piu lontane. In base a quanto osservato e contrariamente alle credenze
popolari ¢ il tempo soleggiato e non i temporali a favorire la dispersione del polline.

Normalmente, in assenza di vento, la temperatura dell’aria diminuisce con 1’altezza in media
di 1 grado ogni 15 metri. Quando la temperatura scende meno della media, si formano delle
correnti stratificate che non favoriscono la dispersione del polline, ma la sua concentrazione in
strati d’aria ben definiti. Quando la diminuzione di temperatura ¢ piu alta della media, tutta
I’umidita viene assorbita dall’atmosfera e in queste condizioni piu asciutte si creano potenti
correnti ascensionali che portano i pollini in alto nell’atmosfera, fino a raggiungere le correnti
dalle quali possono essere trasportati a grandi distanze.

Un fattore importante che influenza I’efficienza d’impollinazione ¢ la dimensione della
popolazione coltivata. Nel caso del mais, ad esempio, la concentrazione in aria del polline,
derivante da una coltivazione piccola, diminuisce piu rapidamente con la distanza rispetto a
quella derivante da coltivazioni estese (57).

Un altro fattore importante ¢ la topografia della coltivazione; il polline di una popolazione
coltivata su un pendio potrebbe essere trasportata da una folata di vento sopra una collina
aumentando cosi ’altezza del rilascio. In generale, comunque, il polline trasportato dal vento
percorre distanze maggiori di quelle percorse dal polline trasportato dagli insetti, anche se il
numero di granuli trasportato a grandi distanze ¢ molto piccolo. Grandi distanze sono state
dimostrate soprattutto per i pollini rilasciati dagli alberi (fino a 250 km) (58) mentre le distanze
massime misurate nel caso della barbabietola da zucchero e del mais (54) impollinate dal vento
sono state di 800 m.

Le differenze tra impollinazione mediata dal vento e quella mediata dagli insetti sono
numerose (Tabella 16).

Tabella 16. Caratteristiche dell’impollinazione mediata dal vento e mediata dagli insetti

Vento Insetti

Muove il polline in grandi masse Muove il polline pit 0 meno casualmente in tutte le direzioni, a
specialmente sottovento. seconda della posizione del nido o dell’alveare.

Nessuna specificita di specie. Tutto il Spesso la distribuzione & sistematica all'interno di una specie
polline & trasportato e depositato dove vegetale, a causa della preferenza per un tipo di fiore o della
capita. La probabilita di deposizione su specializzazione. Viene trasportato solo il polline della specie

uno stigma compatibile & bassa, per cui visitata. La probabilita di deposizione su uno stigma
la produzione di polline deve essere alta. compatibile & alta, per cui la produzione di polline € bassa.

La quantita di polline trasportata & La quantita di polline trasportata € limitata. Solo dopo la
illimitata. deposizione pud essere trasportato dell’altro polline.

Nonostante queste differenze, se si misurano le frequenze d’impollinazione, in funzione delle
distanze, si ottengono degli andamenti paragonabili (59, 60), che dimostrano come la maggior
parte del polline si depositi molto vicino alla pianta d’origine e solo una frazione molto piccola
si depositi a grandi distanze (52, 59, 61-65).

Nel processo di dispersione, parte del polline perde la sua vitalita, morendo o perdendo la
capacita di compiere la fecondazione. La vitalita del polline ¢ influenzata da tre fattori: a) fattori
interni, come il metabolismo del polline stesso; b) fattori morfologici, che dipendono dalla forma
del fiore che puo avere antere protette 0 meno; c) fattori ambientali come 1’umidita, la temperatura
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e la luce UV (64, 65). La vitalita ¢ stata definita e misurata in molti modi (64, 66) e in questo
lavoro si intende il periodo durante il quale il polline € capace di germinare su uno stigma.

Nelle fasi terminali di maturazione nel polline si ha un accumulo di amido che, a seconda
della specie, viene convertito nel citoplasma in polisaccaridi (fruttani, callosio), disaccaridi
(saccarosio) e monosaccaridi (glucosio e fruttosio); il polline pud avere un contenuto d’acqua
che va dal 5 al 50% in peso. Il polline con un alto contenuto in acqua pud perderla rapidamente
durante la dispersione (66, 67) per questo motivo prima e durante la dispersione, fruttani e
saccarosio possono interconvertire tra loro per mantenere la pressione osmotica costante in
modo da prevenire la perdita o la captazione d’acqua. La vitalita, infatti, puo essere persa per
disidratazione. Quando I’impollinazione avviene rapidamente, dopo 1’apertura delle antere, il
polline ha bisogno di poca protezione contro la disidratazione e le sue riserve consistono
principalmente di polisaccaridi. Invece, quando il polline deve viaggiare a lungo ha bisogno di
una forte protezione contro la disidratazione, che duri nel tempo. In questo caso, I’amido viene
depolimerizzato in saccarosio che protegge e stabilizza le membrane del polline dalla
disidratazione (68) preservandone la vitalita durante il trasporto: infatti i pollini piu ricchi in
saccarosio sopravvivono piu a lungo rispetto a quelli con meno saccarosio (70), anche se gli
stessi polisaccaridi conferiscono comunque una certa resistenza alla disidratazione (67, 70-76).

La vitalita del polline ¢ correlata alla sua abilita competitiva: piu ¢ alta e piu ¢ bassa la
vitalita del polline (77). E logico desumere che ad una bassa abiliti competitiva debba
corrispondere una lunga esposizione dello stigma. Per quanto questo concetto appaia banale, ¢
completamente trascurato negli studi di flusso genico. Poca longevita del polline ¢ generalmente
associata con I’autoimpollinazione (Tabella 17). I valori indicati in Tabella 17 si riferiscono ai
valori medi misurati dal momento della deiscenza delle antere; in caso di basse temperature, la
vitalita del polline di mais puo raggiungere alcuni giorni e quello del riso 20 min.

Tabella 17. Durata della produzione del polline e vitalita dello stesso

Pianta Durata della deiscenza Durata della vitalita Impollinazione
Mais 6-10 giorni 10-30 minuti 95% anemofila
Pomodoro 2-3 giorni 24-48 ore Autogama
Riso 2-3 ore 3-5 minuti Autogama
Melanzana 2-3 giorni 24-38 ore 60% autogama
Soia 24-48 ore n.d. Autogama
Colza 4-10 giorni n.d. 70% autogama

Per un incrocio efficace tra PGM e parente selvatica ¢ necessario che la fioritura delle due
piante avvenga in modo da avere una certa sovrapposizione temporale. Un altro elemento da
valutare ¢ la presenza o meno di piante selvatiche sessualmente compatibili con la specie coltivata.
In Italia, ad esempio, non hanno parenti selvatiche il mais, la soia, la fragola, I’'uva, mentre le
hanno il frumento, il riso, il lino, la barbabietola, la cicoria, la melanzana. E possibile dalla
combinazione delle caratteristiche di durata della deiscenza, della vitalita media del polline e della
presenza, o meno, di piante selvatiche fare una previsione sulla possibilita di flusso genico in Italia
(Tabella 18).

Tuttavia, la sola presenza di parentali selvatiche o inselvatichite non consente di affermare
con sicurezza che il trasferimento genico avvenga, come dimostrato da tentativi di trasferimento
meccanico del polline contenente un transgene da una melanzana modificata ad una non
modificata; queste prove hanno ottenuto risultati positivi in meno dello 0,1% dei casi (A. Spena,
Universita di Verona, comunicazione personale).
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Tabella 18. Potenziale flusso genico, in Italia, da pianta a pianta (coltivata o selvatica)
della stessa specie

Flusso genico potenziale Pianta

Nessuno Mais, fragola, vite, soia, fagiolo, lupino, pisello
Limitato e localizzato Melanzana, riso, patata, pomodoro, zucchino, trifoglio
Significativo ma localizzato Girasole, orzo, frumento

Significativo e diffuso Barbabietola, colza, lattuga, lino, cicoria

Nel caso del pomodoro, della soia e del riso (piante auto-impollinanti) la probabilita che
trasferiscano geni ad infestanti o a parentali selvatiche ¢ trascurabile. Nelle piante come il mais,
impollinate principalmente dal vento, studi recenti, hanno dimostrato che, a distanza di pochi
metri dal bordo del campo, la quantita di polline di mais rilevabile ¢ quasi vicino allo zero (78).
Al contrario, le leguminose, anche se mostrano tassi d’ibridazione praticamente nulli, risultano
attraenti per gli insetti impollinatori e richiedono pertanto misure d’isolamento appropriate per
mantenere basse le frequenze d’ibridazione.

L’ultima caratteristica da valutare ¢ il carattere acquisito con I’inserimento del gene: il gene
per la maschio-sterilita non conferira alcun vantaggio competitivo ad una pianta infestante, altri
geni come la resistenza agli erbicidi daranno vantaggi solo in caso di pressione selettiva nelle
aree coltivate, mentre il gruppo di geni che conferiscono la resistenza a malattie o a parassiti
possono essere vantaggiosi anche per le infestanti.

Valutando I’insieme delle caratteristiche descritte ¢ stato possibile calcolare la probabilita di
flusso genico verticale tra organismi sessualmente compatibili nel corso di un esperimento di
rilascio deliberato di PGM; nel corso di questo studio che ha preso in esame i rilasci effettuati in
Europa ¢ stato osservato che il 91% dei rilasci non ha comportato flusso genico mentre il 9% dei
rilasci potrebbe avere determinato un impatto ambientale limitato (79, 80). In questi ultimi casi,
¢ possibile ridurre ulteriormente la probabilita di flusso genico adottando misure di
contenimento quali la distanza tra i campi, le trappole per il polline o I’emasculazione. Poiché ¢
stato osservato che il polline transgenico, disperso dagli insetti, in presenza di una trappola
vegetale, diminuisce al di fuori del campo coltivato, I’inserimento di una barriera vegetale -di
una specie etero specifica non impollinata dagli insetti- intorno ad una coltivazione di piante
impollinate dagli insetti, puo scoraggiare questi ultimi dal muoversi tra campi limitrofi; un altro
tipo di barriera puo essere costituito da piante di bordo non GM della stessa specie della pianta
GM coltivata che possono assorbire il polline disperso dalle PGM (81-84).

Draltra parte, ¢ noto che in una specie anemofila come il mais, ¢ piu importante il numero di
piante presenti nel campo che il polline deve attraversare, piuttosto che la distanza. E intuibile che
I’aumento della superficie coltivata con la pianta trappola, rispetto alla superficie coltivata con la
PGM, aumenta [’efficacia di tale barriera; tuttavia, limitare il flusso genico in questo modo, su
scala agronomica, ¢ piu difficile perché le piante di bordo sono efficaci nel limitare la dispersione
del polline se la superficie da loro occupata ¢ piu grande di quella utilizzata per la PGM.

9.3. Flusso da piante transgeniche

Come indicato precedentemente, il flusso genico dipende da un numero tale di variabili da
non consentire conclusioni univoche: solo la sorveglianza dei campi coltivati con PGM, come
previsto dalla normativa europea, potra fornire i dati necessari ad adottare e le strategie
agronomiche piu appropriate.
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La disponibilita del transgene e di altri marcatori molecolari consentira di migliorare le
conoscenze attuali di agroecologia (85), molti studi hanno comunque confermato che le PGM,
per quanto riguarda il flusso genico, si comportano generalmente come le piante non
transgeniche (18, 86-109).

Gli effetti dell’ibridazione e dell’introgressione tra PGM e specie selvatiche sono difficili da
predire perché la vitalita di un ibrido, contenente il gene derivato dalla PGM, dipendera sia dal
gene inserito sia dall’ecosistema. La maggior parte degli studi ha misurato le frequenze
d’ibridazione tra pianta coltivata e controparte non transgenica, al fine di stabilire strategie
agronomiche che consentano di ottenere prodotti, contenenti PGM nei limiti consentiti dalle
normative, mentre sarebbe molto piul importante misurare il livello d’introgressione nelle specie
selvatiche e stabilire se tale evento abbia un impatto ecologico significativo.

Nell’Unione Europea ¢ stato stabilito che una distanza di 200 metri, per quasi tutti i tipi di
sementi, ¢ il requisito ritenuto sufficiente per ottenere una purezza del 99,9%.

Le distanze stabilite sono il risultato di osservazioni sperimentali, basate sulle modalita
d’impollinazione della pianta. Nella soia, ad esempio, 1I’impollinazione avviene prima che il
fiore si schiuda e il polline rimanente sulle antere dopo 1’apertura € poco vitale, per cui, anche se
il fiore ¢ visitato da insetti,un’impollinazione crociata con parentali selvatiche ¢ un evento molto
raro (104).

Nel caso del girasole, il movimento del polline verso altre piante coltivate o selvatiche puo
raggiungere distanze significative perché le api sono il principale agente impollinatore. Infatti,
nel caso di girasoli GM per la tossina Bt si osserva un passaggio del transgene nella popolazione
selvatica, con una conseguente diminuzione della presenza degli insetti erbivori nella stessa e
I’aumento successivo della produzione di semi (105, 106). Tuttavia altri esperimenti con
girasoli, resistenti al fungo Sclerotinia sclerotiorum, hanno dimostrato che tale resistenza non
dava particolari vantaggi agli ibridi risultanti in termini di vitalita (107-109). Questo flusso
genico ¢ limitato al Nord America, dove esiste ancora il girasole selvatico; in Europa, dove non
esiste il girasole selvatico, gli unici girasoli presenti al di fuori dei campi coltivati sono i ricacci
delle varieta coltivate.

9.3.1. Specie erbacee

Molti studi sono stati effettuati su piante da foraggio perché coltivate estensivamente e
capaci, in alcuni casi, di ibridare con facilita con la controparte selvatica (110-112). Oggi,
vengono coltivate circa 115 specie erbacee per la produzione di prati, foraggio ¢ controllo
dell’erosione del suolo.

Tra le foraggere impollinate dagli insetti, il trifoglio (Lotus corniculatus) GM, ¢ in grado di
ibridare con la controparte non transgenica posta ad una distanza di 120 metri, mentre lo stesso
non forma alcun ibrido con le specie selvatiche Lotus pedunculatus e Lotus tenuis (113). L’erba
medica, al contrario, mentre all’interno del campo coltivato presenta movimenti del polline solo
fino a 4 m, all’esterno forma ibridi fino a 1.000 m di distanza (114).

Nel caso della festuca, impollinata dal vento, i risultati sono fortemente influenzati dalle
condizioni meteorologiche come dimostrato dalla vitalita del polline che si riduceva al 5% in 30
min, in condizioni soleggiate, mentre in condizioni nuvolose tale valore veniva raggiunto in 240
min (96). Le distanze massime di flusso genico osservate con questa pianta sono state di 75 m
(60, 115, 116) mentre frequenze d’ibridazioni minori, pari allo 0,53% ad una distanza di 0
metri, sono state misurate in altre foraggere come 1’erba fienarola Poa pratensis (117).

L’agrostide (Agrostis stolonifera), resistente al glifosato, dava origine ad ibridi con piante
sentinella, presenti al di fuori delle zone coltivate, fino a 23 km di distanza. La maggior parte
del flusso genico, nella direzione dei venti prevalenti avveniva, pero, ad una distanza di 2 km
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(118). Poiché in agrostide ¢ stata osservata la formazione di ibridi contenenti il transgene (119)
anche al di fuori dei terreni coltivati, questa PGM non ¢ stata autorizzata per la coltivazione.

9.3.2. Frumento

Le differenze, che in alcuni casi si osservano nel flusso genico da piante trasformate rispetto
a quelle non trasformate, potrebbero essere legate alla localizzazione del transgene nel
cromosoma, come nel caso del frumento.

Il frumento da pane Triticum aestivum L., esaploide con tre genomi denominati A, B e D, ha
in comune il genoma D con la specie degilops cylindrica, tetraploide con due genomi C e D.
Avendo le due specie in comune il genoma D proveniente dalla specie donatrice Aegilops
tauschii, ci si aspetta che il flusso dei transgeni sia favorito quando il nuovo gene ¢ inserito in
questo genoma (120).

In Europa sono presenti 12 delle 22 specie note di Aegilops e una specie di grano, T.
monococcum ssp. aegilopoides, localizzate vicino o all’interno delle aree dedicate alla
coltivazione del frumento (121). In particolare, cinque specie tetraplodi, de. cylindrica, Ae.
triuncialis, Ae. geniculata, Ae. neglecta e Ae. biuncialis, sono diffuse nella maggior parte dei
Paesi europei. Sebbene le specie Triticum e aegilops siano in prevalenza autogame (con
I’eccezione di Ae. speltoides), il flusso genico €& possibile, in presenza di fioritura
contemporanea e compatibilita sessuale.

Tuttavia, gli esperimenti di campo hanno dimostrato che la formazione degli ibridi
diminuisce drasticamente a distanze superiori a 4 metri (122), anche se alcuni autori hanno
osservato qualche incrocio a distanze maggiori (123-125). La formazione degli ibridi ¢, in
questo caso, sfavorita dal fatto che il frumento ¢ una pianta autoimpollinante, nella quale le
spighette rimangono aperte per 8-60 minuti, a seconda del genotipo e delle condizioni
ambientali (126, 127).

Misure sperimentali hanno dimostrato che il flusso genico tra T. aestivum e Ae. biuncialis e
Ae. geniculata era dell’ordine dello 0,3% (128). Tuttavia, il comportamento del frumento
transgenico in campo € stato ancora poco studiato, perch¢ mancano metodi affidabili di
trasformazione di questa pianta (129). Questo fatto non ¢ sorprendente se si tiene conto che la
quantita di DNA del frumento, dopo migliaia di anni di trasformazione, ¢ la maggiore e la piu
complessa di qualsiasi altra pianta coltivata. Le dimensioni del genoma del frumento da pane
sono di circa 13,5 gigabasi contro 3 gigabasi del genoma umano. Tale complessita si ritrova
anche negli ibridi tra frumento coltivato e controparti selvatiche. Ibridi tra Ae. cylindrica e linee
di Triticum contenenti il gene bar per la resistenza al glufosinato, il gene kp4 per la resistenza ai
funghi e il gene gna per la resistenza agli insetti sono stati prodotti trasferendo il polline di
Triticum a piante di Aegilops emasculate (128). Gli ibridi F, cosi ottenuti, che avevano una
fertilita femminile variabile dallo 0,03 allo 0,6%, sono stati reincrociati con piante di Aegilops.
I1 18% dei nuovi incroci, una volta seminati, ha germogliato e fiorito. Sono stati ottenuti 19
individui di cui solo uno era transgenico e conteneva il gene bar, con 43 cromosomi. I rimanenti
incroci non erano transgenici € avevano tra 28 ¢ 31 cromosomi con regioni A e D specifiche del
frumento.

Nel nord Europa ¢ stata osservata la capacita del frumento di ibridare, a frequenze molto
basse, con I’Hordeum marinum, ma non con un’altra specie selvatica I’Elymus caninus (130).
Piu significativa ¢ la capacita di ibridare con la Cerere cilindrica, degilops cylindrica, la cui
diffusione in Italia ¢ limitata al Piemonte, Friuli-Venezia Giulia e Puglia (131). Per quanto
riguarda il flusso genico, un andamento analogo a quello del frumento ¢ stato osservato
nell’orzo GM, con frequenze molto basse a distanze superiori ai 12 metri (132-134).
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9.3.3. Mais

Nel caso del mais, le infiorescenze maschili e femminili si formano su parti separate della
pianta, per cui I’infiorescenza maschile, per favorire la sopravvivenza, produce molti piu granuli
pollinici di quelli necessari per fecondare una singola pianta. Una singola infiorescenza produce
in media 4,5 x 10° granuli (135). La maggior parte del polline, trasportato dal vento, cade entro
5 metri dal punto di deiscenza, perché i granuli pollinici hanno dimensioni e peso tali da rendere
difficile il trasporto degli stessi da parte delle correnti d’aria (136).

Lo studio di sette diversi mais transgenici, contenenti la tossina Bt, ha confermato questo
fatto con 1’84-92% del polline caduto al suolo all’interno di tale distanza, e il 96-99% caduto al
suolo entro la distanza di 25 metri, misurati nella direzione del vento prevalente (137). Risultati
molto simili sono stati ottenuti in diversi studi che hanno misurato il grado d’ibridazione con la
distanza (62, 138-150). La percentuale d’ibridazione di un mais GM con altro mais, coltivato
nelle vicinanze, dipendera da molti fattori come la profondita del campo coltivato in relazione ai
venti dominanti, la distanza d’isolamento, le barriere locali al flusso genico, il clima e la
topografia (146). Inoltre, i mais GM commerciali sono degli ibridi F;, ottenuti incrociando un
genitore transgenico e un genitore non transgenico. Ne risulta che il transgene nell’ibrido si
trova in condizione di eterozigosi (emizigosi), per cui solo la meta dei suoi granuli pollinici
conterra il transgene e lo stesso avverra per gli eventuali ibridi che si dovessero formare. Il mais,
a differenza del suo progenitore, il teosinte, non rilascia semi nell’ambiente, il che previene la
possibilita che sfugga alla coltivazione e ridiventi selvatico (6).

9.3.4. Colza

Nel caso della colza il flusso genico ¢ stato largamente studiato per le distanze di dispersione
del polline e per la complessita dei meccanismi coinvolti, il cui risultato € la competizione tra il
vento, le api (Bombus spp. e Apis mellifera) e I’autoimpollinazione.

La colza (Brassica napus L., genoma AACC, 2n = 38) ¢ un ibrido naturale tra due specie
diploidi, la rapa B. rapa L. (44, 2n = 20) e il cavolo B. oleracea L. (CC, 2n = 18). Vi sono
popolazioni selvatiche di entrambi i progenitori anch’essi coltivati su larga scala.

Altre specie coltivate correlate con cavolo e rapa sono la senape etiope B. carinata (BBCC,
2n = 34), la senape nera B. nigra (BB, 2 n = 16) e la senape marrone B. juncea (AABB, 2n =
36). Tuttavia, nonostante le evidenti correlazioni genetiche, non sono mai state osservate
popolazioni di colza, o colza-simili, selvatiche. Alla tribu delle brassicacee appartengono 235
specie, 14 delle quali sono presenti in Europa nelle aree di coltivazione della colza (150, 151).
Le piu frequenti in Italia sono Raphanus raphanistrum L. (2n = 16), Brassica nigra L. Koch (2n
= 16), Sinapis arvensis L. (2n = 18), Sinapis alba L. (2n = 24), Hirschfeldia incana (L.)
Lagréze-Fossat (2n = 14) e Diplotaxis tenuifolia (L.) DC (2n = 22), una specie quest’ultima
fondamentalmente autogama.

Tutti 1 tipi di colza GM commercializzati finora sono tolleranti gli erbicidi. La dispersione di
questi geni per la tolleranza, considerata la presenza delle specie selvatiche compatibili,
potrebbe essere un problema considerevole nei sistemi agricoli potendo favorire la comparsa
d’infestanti e spontanee tolleranti gli erbicidi.

Ibridi fertili interspecifici sono stati ottenuti in campo aperto tra B. napus transgenica, B.
campestris e forme selvatiche di B. rapa (151-154). Dopo due generazioni d’ibridazione e re-
incrocio sono state ottenute delle piante B. campestris-simili, contenenti il transgene. Tuttavia,
nelle generazioni successive ¢ stata osservata una rapida diminuzione degli ibridi transgenici
(155). Questo risultato € confermato anche dal fatto che la prima generazione d’ibridi, ottenuta
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dagli ibridi transgenici F;, aveva una minor capacita fotosintetica e una minor vitalita
riproduttiva, rispetto alla B. napus transgenica e alla selvatica B. rapa (156).

Il flusso genico richiede, oltre alla compatibilita genetica, anche la sincronizzazione della
fioritura, il successo della fecondazione e la vitalita della progenie (157) condizioni che sono
state osservate nel caso della colza, tollerante I’erbicida, con il Raphanus raphanistrum L. (24,
160). Tuttavia, le frequenze d’incrocio variavano da 107 a 3x10”, con le frequenze piu alte
osservate ai margini del campo coltivato. Frequenze molto basse sono state osservate anche in
altri esperimenti di campo con una diversa impostazione agronomica (160-191) e in esperimenti
su larga scala. Questi risultati, secondo alcuni autori (192, 193), che ritengono significativa la
formazione spontanea d’ibridi tra specie coltivate e specie selvatiche, potrebbero anche essere
dovuti ad una incompatibilita genetica locale tra specie diverse (194-199).

Basse frequenze d’ibridazione sono state osservate anche cambiando la modificazione
genetica studiata. La colza, resa resistente agli insetti con I’introduzione del gene Bt, si
comporta come la colza tollerante 1’erbicida (200-203).

A causa di queste possibilita, sono state studiate delle strategie per ridurre al minimo il flusso
genico. L’uso di zone spoglie intorno al campo coltivato ¢ molto utile, poich¢ 10 m sono
sufficienti per contenere la maggior parte del flusso genico dovuto al polline (204-208): 5 m
sono sufficienti per ridurre il flusso genico di un terzo. Gli insetti invece non sono sensibili alla
presenza di zone spoglie, ma reagiscono alle dimensioni dell’area coltivata dato che le loro
visite ai fiori di colza diminuiscono con 1’ampiezza dell’area stessa (209). Tuttavia, gli insetti
impollinatori hanno comportamenti differenti secondo il taxa cui appartengono. Le api mellifere
preferiscono la colza al ravanello selvatico, che ¢ piu visitato da Bombus lapidarius; il Bombus
terrestris preferisce la colza. In generale, i bombi visitano i fiori con maggior frequenza delle
api (209-211).

In base a quanto indicato nei lavori esaminati si possono trarre le seguenti conclusioni: il
flusso genico da campo coltivato ad altro campo coltivato € piuttosto basso; il flusso genico
aumenta con I’aumentare del numero di piante maschio-sterili; il flusso genico ¢ piu alto nelle
varieta seminate in inverno che in quelle seminate in primavera (212). Visto il numero limitato
di api presenti sulle varieta invernali, si pud concludere che ¢ il vento il maggior responsabile
del flusso genico sulle grandi distanze, mentre gli insetti sono responsabili del flusso su piccole
distanze (178).

Il Paese con la maggior esperienza sugli effetti del flusso genico nella colza ¢ il Canada,
dove sono disponibili 4 varieta resistenti agli erbicidi, tre transgeniche, resistenti rispettivamente
a glifosato, glufosinato e bromoxynil e una non transgenica resistente all’imidazolinone (212).

Al fine di controllare le infestanti, gli agricoltori canadesi ruotano la varieta coltivata ogni 4
anni. La colza ha dei semi molto piccoli che possono essere perduti nel terreno al momento del
raccolto in ragione di 3,5 semi/m’ (215). Questi semi danno origine I’anno successivo a ricacci
che non possono essere distinti dalle piante coltivate. Se i semi dispersi sono transgenici, si puo
avere fino al 22% d’ibridi transgenici all’interno del campo coltivato 1’anno successivo (216).

La presenza dei ricacci, insieme all’impollinazione mediata dal vento e dagli insetti, ha
portato alla comparsa di resistenze multiple nella stessa pianta. Varieta selvatiche resistenti agli
erbicidi sono state ritrovate sia in Canada che in Giappone lungo le vie di trasporto della colza
(214, 215). La colza con resistenze multiple rimane, pero, sensibile agli erbicidi chimici
convenzionali (216).

Sebbene, la comparsa di resistenze multiple abbia preoccupato molto i produttori di colture
biologiche, i produttori convenzionali considerano che i benefici risultanti dall’uso della colza
transgenica, in termini di risparmi nell’uso dei diserbanti, nella mancanza di aratura, e nel
risparmio di carburante superino i rischi (approfondimenti possono essere reperiti al sito del
Canola Council of Canada, http://www.canola-council.org). E evidente, quindi, che la
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coltivazione della colza resistente agli erbicidi debba essere comunque condotta alla presenza di
un monitoraggio ambientale adeguato.

9.3.5. Barbabietola

Tutte le varieta coltivate derivano dalla sottospecie Beta vulgaris ssp. vulgaris, mentre Beta
vulgaris ssp. maritima ¢ il progenitore selvatico diffuso nel Mediterraneo e nelle coste
atlantiche dell’Europa, del Medio Oriente e dell’India; una seconda sottospecie selvatica, B.
vulgaris ssp. adenensis, ¢ invece diffusa tra la Grecia e la Siria. Varieta coltivate sono la bietola
(cicla), il cardo (cicla var. flaviscens) e la barbabietola da zucchero che ¢ la piu importante dal
punto di vista agroeconomico.

La barbabietola da zucchero (Beta vulgaris) si pud trovare coltivata, selvatica e anche
infestante con le tre forme capaci di ibridare tra loro (217-224); ¢ una pianta biennale e sia la
specie coltivata Beta vulgaris L. ssp. vulgaris, che la specie selvatica Beta vulgaris L. ssp.
maritima, devono svernare per poter produrre polline e semi. In generale, la barbabietola viene
raccolta nel primo anno di coltivazione, prima della fioritura, che avviene nel secondo anno.

Le linee GM di barbabietola sono capaci di svernare nei climi dell’Europa centrale e
orientale (224, 225), la specie selvatica ¢ diffusa nelle regioni costiere con un clima invernale
mite. In Italia, ad esempio, ¢ diffusa nel delta del Po e nella laguna veneta, vicino alle aree
dedicate alla produzione della specie coltivata, presente prevalentemente nella provincia di
Ferrara. Tale diffusione geografica ha fatto si che vi sia stato circa un secolo di flusso genico tra
le due specie, senza che tale flusso abbia alterato la diversita genetica della specie selvatica in
Italia (226-228); osservazioni simili sono state fatte anche in Francia (229). Va considerato che
il rapporto tra numero di piante coltivate e numero di piante selvatiche, nell’area costiera
dell’Emilia Romagna e del Veneto ¢ di circa 10.000 a 1 (230).

Livelli molto bassi di flusso genico sono stati trovati anche in altri ambienti geografici (231-
234), mentre in Ucraina, dove accanto alla selvatica Beta vulgaris L. ssp. maritima cresce anche
una selvatica derivante da Beta trigyna, ¢ stato misurato un flusso genico significativo. In
questo studio, pero, non ¢ stato considerato il flusso dovuto alla secolare coltivazione di Beta
vulgaris L. ssp. vulgaris (232).

Uno studio di monitoraggio, condotto per 6 anni, su due varieta di barbabietola GM, una
resistente al glifosato, 1’altra resistente al glufosinato, ha dimostrato che il flusso genico verso le
controparti selvatiche rimane basso, intorno allo 0,4%, con qualche ibrido transgenico osservato
oltre 100 m dalle piante transgeniche coltivate (233) ed ¢ possibile diminuire la probabilita di
dispersione del transgene inserendolo in linee impollinatrici tetraplodi (234).

9.3.6. Riso

Il riso coltivato (Oryza sativa L.) ¢ una pianta autogama nella quale la maggior parte del
polline ricade sullo stigma dello stesso fiore. La concentrazione del polline, rilasciato nell’aria, €
molto bassa: da 95 granuli/m’ a 380 granuli/m’® (235). Il genere Oryza, comprende anche
un’altra specie coltivata Oryza glaberrima, addomesticata in Africa e oltre 20 specie selvatiche
largamente distribuite nelle aree tropicali e subtropicali. In questo genere vi sono dieci genomi
differenti (AA, BB. CC, BBCC, CCDD, EE, FF, GG, JJHH, JJKK) che rappresentano una
barriera riproduttiva efficace.

Il riso coltivato ha il genoma AA in comune con 6 specie selvatiche di Oryza (compresa
un’infestante) per cui I’ibridazione avviene naturalmente tra il riso coltivato e le sue controparti
selvatiche strettamente correlate. Tuttavia, la scarsa vitalitd, il peso elevato e il limitato
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movimento orizzontale del polline fanno si che una distanza di 10 metri ¢ considerata sufficiente
per evitare la contaminazione tra campi limitrofi (236). In esperimenti con il riso resistente
all’erbicida, il flusso genico era dello 0,01% a 5 metri dalla pianta transgenica, in accordo con
quanto osservato anche per il riso non GM (237).

In Italia, la coltivazione del riso ¢ accompagnata da un’infestante: il riso crodo Oryza sativa
L. var. sylvatica Chiappelli (o riso rosso), il cui aspetto ¢ molto simile a quello del riso coltivato.
La caratteristica principale del riso crodo ¢ la tendenza delle cariossidi a staccarsi dalla
pannocchia e a cadere al suolo prima della raccolta del riso. La presenza di riso crodo nelle
risaie ha serie conseguenze per gli agricoltori; comporta, infatti, una perdita di produzione che,
in caso di elevata diffusione della pianta infestante nei campi, puo portare ad una elevata
riduzione dei profitti. Si calcola infatti, che la presenza di sole 10 piante di riso crodo al m?,
possa provocare perdite di resa pari ad 1/4 del raccolto potenziale.

Distinguere la pianta infestante dal riso coltivato ¢ piuttosto semplice: il riso crodo ¢
solitamente piu alto e le sue pannocchie si notano facilmente nella risaia; altra caratteristica
distintiva di questa malerba & la colorazione rossastra del pericarpo. E comunque necessario
sottolineare, che in alcuni casi, il riso crodo puo crescere ad un’altezza molto simile a quella del
riso coltivato e la colorazione delle cariossidi pud assumere tonalitd comprese tra il rosso e il
bianco. Il riso coltivato ibrida facilmente con il riso selvatico crodo producendo degli ibridi
fertili. Inoltre, essendo i tratti selvatici dominanti, il riso selvatico incrociandosi con un
transgenico puo diventare transgenico a sua volta (33, 237-258).

La maggior parte degli studi concorda sul fatto che il flusso genico nel riso ¢ inferiore
all’1%. Tuttavia, una volta che si siano formati gli ibridi, questi possono introgredire nella
popolazione del riso crodo in poche generazioni. Gli ibridi di crodo divenuti resistenti
all’erbicida possono competere con successo con il complesso riso coltivato-malerba. La
capacita di sopravvivere all’applicazione degli erbicidi darebbe un forte vantaggio competitivo a
questi ibridi. L’ibridazione naturale tra il riso coltivato a Taiwan, Oryza rufipogon ssp.
formosana, e la specie selvatica ¢ stata, ad esempio, la causa della quasi estinzione di
quest’ultima (3). I valori del flusso genico misurati nelle piante di riso transgenico, indicano
chiaramente che un piccolo passaggio di geni al riso crodo puo avvenire. Se il riso selvatico
acquisisse la resistenza all’erbicida, questo fenomeno potrebbe avere serie conseguenze
ambientali e per le pratiche agronomiche, per cui, in caso di rilascio, devono essere adottate
delle opportune strategie di monitoraggio, ¢ di gestione della coltivazione, come il controllo
della tempistica di fioritura del riso coltivato rispetto al selvatico.

9.3.7. Cotone

Nel cotone si conoscono 7 genomi denominati A, B, C, D, E, F ¢ G. Il genoma A si trova
solo in due specie diploidi presenti in Europa: il Gossypium arboreum e il G. herbaceum,
mentre il genoma D si trova solo in alcune specie come il G. thuberi presenti in America. Le
specie di cotone maggiormente coltivate negli USA: G. barbadense, G. hirsutum ¢ G.
tormentosum, essendo tetraploidi potrebbero essere il risultato di un antico incrocio tra i genomi
A e D, quando e come cio sia potuto avvenire, ¢ ancora materia di studio.

Le specie tetraploidi selvatiche del nuovo mondo crescono nelle aree disturbate vicino
all’oceano come infestanti; da queste infestanti si sono sviluppate le specie coltivate. Il flusso
genico potra aver luogo solo verso le specie con le caratteristiche genomiche appropriate e cio€
con genomi A e D. Nel caso degli USA, questo fenomeno puo riguardare le specie coltivate G.
barbadense ¢ G. hirsutum. 1l flusso tra le specie coltivate ¢ possibile grazie alla presenza
d’insetti impollinatori quando la distanza tra pianta transgenica e pianta ricevente ¢ breve.
Sebbene G. tormentosum e G. hirsutum siano geneticamente compatibili, in genere non vi ¢
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flusso genico perché i fiori di G. tormentosum sono ricettivi solo di notte € vengono impollinati
dalle falene (259).

Le specie selvatiche sono assenti in alcune aree geografiche quali 1’ Australia, dove ¢ stata
studiata la probabilita che il cotone coltivato potesse diventare una infestante capace di ibridare
con altre specie coltivate (260, 261). Tale possibilita si ¢ dimostrata inesistente per le particolari
condizioni climatiche e per la competizione con altre specie presenti nell’unica area in cui
questo evento avrebbe potuto essere possibile (262).

Specie selvatiche sono invece presenti in Brasile (263, 264) e negli Stati Uniti (265).
Tuttavia, la frequenza d’ibridazione diminuisce rapidamente con la distanza fino a scendere allo
0,03% a 50 m, proprio perché il cotone ¢ generalmente autoimpollinante (262, 265, 266).

Risultati simili sono stati ottenuti in esperimenti condotti in Cina (267-270) e in Australia
(271). In questa pianta, come nelle altre specie autoimpollinanti, sembra piu facile minimizzare
il rischio del flusso genico aumentando le distanze di sicurezza, analizzando la direzione dei
venti prevalenti e la presenza d’insetti impollinatori.

9.3.8. Patata

Sulle effettive distanze d’impollinazione nella patata, per la quale la propagazione ¢
asessuata e clonale, ci sono poche informazioni. Questa pianta ¢ fondamentalmente
autoimpollinante e il vento gioca un ruolo minimo sulla dispersione del polline con una distanza
osservata da un minimo di 3 metri ad un massimo di 10 m (272-278).

La disponibilita di patate transgeniche ha stimolato la valutazione della dispersione del
polline al fine di stabilire distanze di sicurezza adeguate. Questi lavori, fatti con transgeni
diversi, hanno dimostrato che il flusso genico dalle PGM a quelle selvatiche compatibili era del
24% tra piante a stretto contatto (foglia contro foglia), del 2% a 10 metri e dello 0,01% a 20
metri. Distanze maggiori sono state osservate quando la pianta ricevente era una patata non
trasformata e in presenza d’insetti impollinatori (278), tuttavia, per ragioni d’incompatibilita o
di ploidia, il flusso da patate transgeniche verso le specie selvatiche dipende dalla regione di
coltivazione; tale flusso ¢, infatti, trascurabile in Costa Rica, significativo in Messico (279) e
dipendente dalla pianta selvatica esaminata in Peru (280). Il flusso genico da specie coltivate a
selvatiche ¢ in pratica inesistente in Europa dove gli ibridi tra la patata coltivata Solanum
tuberosum, tetraploide, e le selvatiche S. nigrum e S. dulcamara, entrambe diploidi, sono sterili
(281, 282).

9.3.9. Girasole

Il girasole (Helianthus annuus L.) ¢ una pianta nativa del Nord America che viene
impollinata dalle api selvatiche e domestiche ed ¢ nota la capacita della specie coltivata di
ibridare con le selvatiche isogeniche. La piu alta percentuale (27%) di flusso genico ¢ stata
osservata con le selvatiche piantate ai margini della zona coltivata, a 3 m di distanza, ma un
flusso genico ¢ stato misurato anche ad 1 km di distanza dalla specie coltivata (25, 109, 283-
289). Nel corso di questi studi ¢ emerso che il flusso genico portava a ibridi stabili per piu
generazioni (17, 284).

L’analisi fenotipica degli ibridi ha dimostrato un gradiente di selezione tra gli alleli della
specie coltivata e quelli della pianta selvatica dipendente dalla localizzazione geografica (110,
285, 286). Nel caso del girasole, la coltivazione commerciale di piante transgeniche potrebbe
alterare profondamente 1’equilibrio ecologico nelle sue zone d’origine (17, 286-289).
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9.3.10. Soia

La soia ¢ una pianta annuale originaria dell’Asia centro-orientale, in Europa ¢ coltivata
soprattutto in Francia e Italia. E una delle piti importanti piante alimentari per la ricchezza dei
semi in olio (18-20%) e, soprattutto, in proteine (40%). Essendo una pianta fondamentalmente
autoimpollinante, vi sono pochi studi sul flusso genico, limitati al flusso tra pianta transgenica e
controparte non transgenica. In Giappone, la formazione d’ibridi era pari allo 0,19% a distanze
inferiori ad 1 m (290). Risultati simili sono stati ottenuti in Brasile (291-293) e in Cina (294),
mentre in Romania non ¢ stato misurato nessun flusso genico (295).

9.3.11. Alberi

In laboratorio sono state trasformate finora circa 33 specie di alberi per inserire caratteri
quali la tolleranza agli erbicidi, la resistenza agli insetti e agli stress abiotici, per apportare
modifiche alla qualitd e alla quantita di fibra, per modificarne la crescita e lo sviluppo
riproduttivo. A parte questa varieta di ricerche, la maggior parte delle sperimentazioni in campo
aperto ¢ stata effettuata solo per valutare la tolleranza all’erbicida, la resistenza agli insetti e le
modifiche nel contenuto di lignina.

La valutazione dell’impatto ambientale determinato dal rilascio di alberi GM ¢ resa difficile
dai lunghi tempi di crescita degli alberi e dai limiti imposti dal trasferimento dei risultati ottenuti
su piccoli appezzamenti di terreno alla scala piu estesa delle coltivazioni boschive (296-312).
Anche nel caso degli alberi, per stimare il flusso genico, ¢ necessario valutare la velocita del
vento, la concentrazione del polline e la sua velocita di deposizione sopra e sotto le impalcature
vegetali eterogenee nonché la dispersione dei semi, soprattutto quando questi sono piccoli e
possono essere trasportati a molti chilometri di distanza. Nel caso delle conifere, con questo
processo di dispersione dei semi su grandi distanze (308, 309) ¢ possibile prevedere (con una
certezza del 100%) la presenza di semi transgenici a piu di 1 km di distanza (310).

Studi condotti nel nord della Cina su una specie di pioppo (Populus nigra) reso resistente
agli insetti con I’inserimento della tossina del Bacillus thuringiensis, hanno permesso di
osservare che il flusso genico era del 3 per mille a 500 metri di distanza dai pioppi GM, ma i
semi transgenici prodotti non sopravvivevano per piu di due settimane nel suolo (307).

I problemi connessi con il rilascio degli alberi GM possono essere ridotti effettuando
sperimentazioni su larga scala con PGM, quali il pioppo od il pino modificati per il diverso
contenuto in lignina, che pongano pochi problemi in termine di dispersione dei geni e di impatto
su organismi bersaglio (311, 312).

Gli alberi, inoltre, per quanto riguarda la valutazione del rischio, sono molto diversi dalle
piante coltivate sia per la molteplicita degli ecosistemi in cui vivono che per la lunga durata
della vita. Infatti, il tempo necessario per raggiungere la maturitd & cosi lungo da rendere
praticamente impossibile 1’utilizzo delle tradizionali tecniche di incrocio per modificarne le
caratteristiche; a questo scopo sono piu adatte le modificazioni genetiche, per cui diventa
necessario, come ha deciso di fare I’Europa, sviluppare nuovi strumenti conoscitivi per valutare
la biosicurezza degli alberi transgenici.

9.3.12. Vite

I polline della vite ¢ piuttosto piccolo (diametro di 17-28 pm) come accade per le specie
impollinate dal vento (313) e nelle quali le visite di insetti impollinatori sono un evento raro.
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Nella vite il rilascio del polline dura circa 5 settimane, tra maggio e luglio, in base al clima della
zona di coltivazione, ma la quantita di polline rilasciata ¢ piuttosto bassa.

In Trentino, uno studio durato 5 anni, ha dimostrato che la somma annuale dei pollini
rilasciati variava da 325 a 755 granuli per m’ e che la produzione aumentava con 1’aumentare
del numero dei pollini (314). Osservazioni simili sono state fatte anche in Portogallo, dove la
concentrazione del polline di Vitis vinifera, in una regione dedicata alla coltura della vite, era
solo 1’1,3-1,6% dei pollini totali presenti in un m’ d’aria (315, 316).

Nella vite, il flusso genico ¢ dell’ordine del 2% a 10 m di distanza dal maschio donatore di
polline, anche se il polline puo essere trovato anche a 150 m dalla pianta di origine (317, 318).
Gli stessi risultati sono stati ottenuti quando il donatore di polline era una vite GM (319). Questi
risultati non destano preoccupazione perché nella vite il flusso del transgene puo essere evitato
modificando geneticamente solamente il portainnesto che produce la proteina transgenica
d’interesse e la distribuisce alla varieta innestata (320, 321).

9.3.13. Altre piante

Le misure di flusso genico nel melo hanno dato risposta positiva per 1'1,6% di tutti i semi
raccolti fino ad una distanza di 100 metri dalla pianta donatrice del polline (322).

In un altro esperimento, condotto in assenza di api, il flusso era invece limitato ad 1 m di
distanza dalla sorgente (323). In questo caso, nel mettere a punto una strategia di contenimento,
occorre pero ricordare che la maggior parte delle varieta di melo coltivate ha la necessita di
essere fecondata dal polline di una varieta diversa che abbia contemporaneita di fioritura.
Questo fatto porta ad un frutto eterozigote e riduce la frequenza del flusso genico.

Nel caso del sorgo, in Sud Africa dove vi ¢ presenza di piante selvatiche e infestanti
compatibili, la probabilita di outcrossing ¢ alta, anche se a distanze di 150 metri dal transgenico
il flusso rilevato ¢ solo dello 0,06% (324, 325).

Preoccupazioni simili sorgono con le piante di fagiolo in Mesoamerica (centro di
provenienza e domesticazione); infatti in questa specie il flusso genico dal fagiolo coltivato a
quello selvatico ¢ tre volte piu alto di quello che avviene in direzione contraria (28, 326).

In una pianta autogama come il miglio, la capacita di fecondare una pianta compatibile ¢
stata osservata fino a 40 m di distanza (327). Interessanti sono i risultati ottenuti nel corso di
studi sul flusso genico effettuati su piante di lampone ottenute con selezione tradizionale
coltivate per 30 anni in campi sperimentali ¢ per 21 anni in campi coltivati: in entrambi i casi i
geni messi sotto osservazione non sono stati ritrovati né in aree limitrofe né in quelle lontane
dalle coltivazioni (328).

Altre piante transgeniche coltivate commercialmente su scala ancora limitata sono la papaia,
il pomodoro e la zucchina. Analisi sul flusso genico nella papaia (Carica papaia), modificata
per la resistenza a virus, hanno dimostrato che il flusso era dovuto non al movimento del polline
quanto alla presenza sul terreno di semi transgenici avventizi, confermando che questa pianta
non ibrida naturalmente con le specie selvatiche (329-330).

Il pomodoro (Lycopersicon esculentum), in campo aperto, non da origine a flussi genici
significativi (331-333) mentre la zucchina (Cucurbita pepo) puo ibridare molto facilmente con
le specie selvatiche (334-336), come si ¢ visto negli USA dove la specie € coltivata in stretta
prossimita delle varieta selvatiche C. pepo var. ozarkana e C. pepo var. texana (337).
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9.3.14. Un caso particolare di flusso genico:
transgeni nella varieta tradizionali di mais in Messico

11 caso esplose nel 2001, quando Quist e Chapela dell’Universita di California a Berkeley,
pubblicarono su Nature di aver individuato i geni provenienti da mais transgenico in quattro
pannocchie di mais, raccolte nel 2000 nello Stato di Oaxaca, nel Messico, centro di origine del
mais stesso (338).

Questa scoperta rappresentd una vera sorpresa poiché le autorita messicane avevano stabilito
— fin dal 1998 — una moratoria sull’'uso commerciale di mais GM. Questa situazione fu spiegata
con I’uso illegale di semi PGM da parte degli agricoltori messicani. Ma ancora piu preoccupante
fu il fatto che Quist e Chapela non trovarono i transgeni posizionati come nel mais transgenico,
ma in posizioni casuali sui cromosomi, dato che suggeriva che i transgeni potevano muoversi
modificando il normale funzionamento degli altri geni. Questi dati vennero utilizzati da diversi
gruppi ambientalisti, come Greenpeace, per chiedere il bando di tutte le PGM.

Una vera e propria controversia insorse quando alcuni biologi molecolari misero in
discussione i risultati dello studio soprattutto per quanto riguardava la mobilita dei transgeni
(339, 340) sostenendo che il metodo utilizzato poteva fornire falsi positivi. Nature di fronte a
queste critiche chiese agli autori di presentare ulteriori dati usando tecniche analitiche differenti.
I due autori lo fecero (341) senza perd convincere gli editori, che dichiararono che il lavoro
originale non doveva essere pubblicato:

“In our 29 November issue, we published the paper “Transgenic DNA introgressed into
traditional maize landraces in Oaxaca, Mexico”’by David Quist and Ignacio Chapela.
Subsequently, we received several criticisms of the paper, to which we obtained responses
from the authors and consulted referees over the exchanges. In the meantime, the authors
agreed to obtain further data, on a timetable agreed with us, that might prove beyond
reasonable doubt that transgenes have indeed become integrated into the maize genome.
The authors have now obtained some additional data, but there is disagreement between
them and a referee as to whether these results significantly bolster their argument.In light of
these discussions and the diverse advice received, Nature has concluded that the evidence
available is not sufficient to justify the publication of the original paper. As the authors
nevertheless wish to stand by the available evidence for their conclusions, we feel it best
simply to make these circumstances clear, to publish the criticisms, the authors’ response
and new data, and to allow our readers to judge the science for themselves” (nota alle
referenze 339 e 340).

Nel frattempo, i ricercatori del CIMMYT (International Maize and Wheat Improvement
Center, che detiene una delle piu larghe collezioni di varieta maidicole tradizionali messicane)
avevano verificato che la loro collezione era priva di transgeni. Mentre i ricercatori dell’Instituto
Nacional de Ecologia di Mexico City presentavano i dati, da confermare, relativi alla presenza
di un 5% di transgeni nelle varieta locali, raccolte ad Oaxaca nel 2000 e 2001 (342).

Per confermare questi risultati, gli stessi ricercatori raccolsero pannocchie e semi in 18
diverse localita nel periodo novembre-dicembre 2003 e 2004. In ogni localita furono campionati
da uno ad otto campi, scegliendo casualmente 4/5 piante che non crescevano vicine. Nel 2004,
furono selezionate piante “stressate”, assumendo che gli ibridi tra mais transgenico e varieta
locali sarebbero stati meno adatti alle condizioni locali di coltivazione.

I semi raccolti sono stati analizzati da un laboratorio negli USA e uno in Messico, capaci di
identificare un seme transgenico in un campione omogeneizzato di 10.000 semi: le analisi non
hanno evidenziato traccia di transgeni in questi semi prelevati nello stato di Oaxaca (343). La
discrepanza nei risultati pud essere dovuta alle differenze nei metodi analitici impiegati, ad un
campionamento eseguito in un’area geografica troppo ristretta (344) o alla dinamica del
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movimento dei semi (345). Infatti, ricerche successive hanno evidenziato la presenza di
transgeni nelle varieta tradizionali di mais sia in Oaxaca sia in altre aree del Messico (346, 347).

Quindi, nonostante i loro metodi fossero sbagliati, Quist e Chapela avevano avuto ragione
proprio a causa delle pratiche messe in atto dai piccoli agricoltori messicani che scambiano
abitualmente i loro semi migliori per ottenere le cultivar da ripiantare 1’anno successivo.

Quest’abitudine porta ad un flusso costante di materiale genico tra comunita anche molto
distanti tra loro (348). Negli anni le varieta locali sono state usate dagli agricoltori per generare
nuove miscele varietali e materiali creolizzati, che sono incroci tra le varietd moderne migliorate
e le varieta locali, generando cosi nuova biodiversita. Tuttavia, misure, effettuate nelle regioni
messicane di coltivazione del mais, hanno dimostrato che il mais resistente agli insetti non
presenta rischi ecologici significativi (349, 350).

9.4. Conclusioni

In generale, tutte le osservazioni sperimentali condotte finora, indicano che il livello di flusso
genico decresce, non solo con la distanza, ma anche con la profondita del campo convenzionale
e con ’aumento delle dimensioni del campo transgenico; tuttavia, nel caso del flusso genico
mediato dal vento, giochera un ruolo, la forma del Paesaggio e 1’orientamento reciproco del
campo convenzionale rispetto a quello transgenico, insieme alle variazioni d’intensita dei venti
verticali (351-354). Altri fattori da considerare sono la presenza di altre sorgenti di polline
transgenico e 1’uso finale della pianta coltivata. Ad esempio, nel caso del mais per foraggio, la
diluizione delle miscele impiegate ridurra la presenza avventizia di transgenico e quindi le
distanze d’isolamento necessarie per rispettare le soglie europee (355).

Le misure sperimentali effettuate e le coltivazioni su larga scala adottate da molti Paesi non
confermano le ipotesi che i transgenici possano, attraverso i pollini o la dispersione dei semi,
rendere le specie compatibili invasive o che i transgeni possano dall’ospite ricevente passare in
seguito ad altre specie che, a loro volta, diventeranno invasive. Il flusso genico ¢ continuo in
natura ed ¢ responsabile della creazione di nuove combinazioni di geni, tanto che 1’ibridazione ¢
stata proposta come un passo importante per 1’evoluzione delle piante (356) e dell’insorgenza di
proprieta infestanti (357). L’esame della letteratura disponibile non consente di stabilire criteri
generali d’invasivita, al contrario molti dati su questa caratteristica potrebbero non essere
ripetibili se analizzati al di fuori delle condizioni sperimentali nelle quali sono stati ottenuti.

Non sembra, quindi, necessario che le caratteristiche transgeniche inserite (resistenza agli
insetti, ai patogeni, tolleranza allo stress, resistenza agli erbicidi, resistenza a virus) debbano
essere valutate in modo differente dalle stesse caratteristiche naturalmente presenti in piante
estranee quando introdotte in un nuovo ambiente. Ad oggi, le piante transgeniche sono ottenute
da piante che hanno una lunga storia di addomesticamento ¢ che sono state selezionate per
caratteristiche che potrebbero dimostrarsi svantaggiose qualora tali piante venissero
abbandonate a se stesse in natura (358, 359).

Le linee guida sulla valutazione d’impatto ambientale del’EFSA, tuttavia, richiedono una
valutazione della capacita invasiva; valutazione che puo essere basata sull’esperienza, sulla
storia della coltivazione della specie in esame e sul suo areale geografico. Questi tre elementi ci
dicono che la possibilita per una pianta coltivata di diventare “selvatica” sono molto improbabili
(360). Tuttavia, non conosciamo quali sono gli stadi critici nel ciclo vitale della pianta che ne
possono favorire la crescita la di fuori delle aree coltivate. L’incertezza scientifica, pero, non ¢
la stessa cosa della percezione di un eventuale rischio. In altre parole, ¢ ragionevole concludere
che I’osservazione empirica ci dice che le piante coltivate rimangono addomesticate ¢ non
diventano infestanti.
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10. TOSSINA Bt E RESISTENZA AGLI INSETTI

Le piante coltivate piu importanti per la produzione agricola sono state trasformate per
resistere agli insetti utilizzando svariati geni come quelli che codificano per gli inibitori delle
proteasi (1), per gli inibitori dell’a-amilasi (2) e per alcune lectine (3). Tuttavia 1’applicazione
piu estesa, ['unica presente nelle piante attualmente in commercio, ha riguardato 1’impiego 6-
endotossine (Bt) del Bacillus thuringiensis, un batterio molto diffuso nel suolo (4) in grado di
formare endospore resistenti a condizioni ambientali avverse (5) e di possedere caratteristiche di
tossicita per alcune specie di insetti. Non sono stati osservati effetti delle d-endotossine su
uccelli, vertebrati acquatici, invertebrati, insetti come le api, mammiferi e sull’'uomo (8, 9).

Questa famiglia di proteine tossiche ¢ prodotta durante la sporulazione dal B. thuringiensis
sotto forma d’inclusioni cristalline parasporali, adiacenti alla spora. I cristalli sono composti da
uno o piu polipeptidi denominati d-endotossine, codificate da geni (cry) appartenenti ad
un’unica famiglia multigenica (6, 7). Quando la larva di un insetto suscettibile mangia una
spora, il pH alcalino (>9,5) dello stomaco della larva scioglie I’inclusione cristallina nei suoi
elementi proteici, liberando una forma inattiva, la protossina. Le protossine del tipo Cry1, Cry2
e Cry3 sono tagliate da enzimi simili alla tripsina nel dominio C- terminale, rilasciando, cosi, la
tossina in forma attiva che consiste nel dominio N-terminale della proteina. Il dominio N-
terminale legandosi a recettori specifici dell’epitelio intestinale dell’insetto s’inserisce nella
membrana, dopodiché pitu complessi tossina-recettore si aggregano a formare dei pori. I pori
distruggono I’equilibrio osmotico della cellula, che si rigonfia e scoppia (10). Altri processi
possono poi entrare in gioco dopo il legame della tossina ai recettori come la setticemia, dovuta
a batteri della specie Enterobacter, che colonizzano 1’intestino delle larve (11). Nel caso dei
coleotteri, che hanno pH intestinale neutro, la solubilizzazione iniziale della protossina Cry3
potrebbe essere dovuta all’azione degli enzimi proteolitici.

Miscele di batteri, spore e cristalli parasporali sono state usate, per piu di 70 anni (il primo
prodotto commerciale chiamato Sporeina ¢ stato venduto in Francia a partire dal 1938), per
controllare gli insetti bersaglio. Tali prodotti, perd, erano attivi solo su alcune specie di
Lepidotteri e davano spesso risultati inconsistenti. Nel 1970, fu isolata una nuova sottospecie,
chiamata kurstaki HD, capace di produrre una tossina 200 volte piu potente di quelle fino ad
allora note. Una nuova sottospecie, denominata israelensis, si dimostro essere tossica per molte
specie dell’ordine dei Ditteri, e fu largamente impiegata nel controllo delle zanzare, vettori della
malaria. Questa sottospecie ¢ stata aggiunta direttamente ai contenitori usati per conservare
I’acqua potabile, specialmente in Asia, senza che sia mai stato segnalato qualche problema
sanitario (9). Successivamente fu isolata la sottospecie fenebrionis, che produceva una tossina
simile al kurstaki HD, patogena per i Coleotteri e particolarmente per la famiglia Crisomelidae.

Quando vengono applicate come insetticida fogliare, le tossine del B. thuringiensis
persistono per periodi molto brevi sulle piante (1-4 giorni) poiché sono degradate dai raggi UV.
Le spore, invece, mantengono la persistenza nell’ambiente, in particolare sulle piante e nel
suolo, per lunghi periodi di tempo, germinando in ospiti che non sono danneggiati dalla
presenza del batterio. E possibile isolare il B. thuringiensis dalle feci di molti animali (12-14).
Tra questi animali potrebbe essere compreso ['uomo, perché il batterio ¢ un componente
comune della flora microbica degli impianti di trattamento delle acque nere (15). Risultati simili
sono stati ottenuti con alcuni invertebrati del suolo (5).

Fino ad oggi sono stati isolati circa 3000 ceppi differenti di B. thuringiensis distinguibili per
le caratteristiche delle proteine cristalline, la sequenza dei geni che le esprimono (ad oggi ne
sono noti circa 315) e lo spettro d’attivitd insetticida. Informazioni dettagliate in materia si

144



Rapporti ISTISAN 16/34

trovano nel sito http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/intro.html; ultima
consultazione 13/12/16).

I ceppi conosciuti contengono uno o piu geni che esprimono tossine differenti. Alcuni ceppi,
durante la crescita vegetativa, producono anche altre tossine ad attivita citolitica indicate con il
suffisso Cit, e in casi sporadici tossine non cristallizzate, indicate come Vegetative Insecticidal
Proteins (Vip)(16), che hanno avuto un impiego minore. Le d-endotossine sono identificate dal
suffisso Cry che indica la proteina cristallina e da un sistema di numeri e lettere che indicano le
affinita nella tossicita e la specificita genetica. Le tossine Cryl sono specifiche per i lepidotteri,
le Cryll per i lepidotteri e alcuni ditteri, le Crylll per i coleotteri e le CrylV per i ditteri (Tabella
19).

Tabella 19. Spettro d’azione di alcune tossine del Bacillus thuringiensis

Sottospecie Insetti bersaglio Tossine coinvolte

B.kurstaki Hd Lepidotteri, Ditteri CrylA(a), CrylA(b), Crla(c), CryllS, CrylIB
B. thuringiensis Lepidotteri CrylA, CrylB

B. aizawai Lepidotteri CrylA(a), CryiA(b), CrylC, CrylD

B. tenebrionis Coleotteri CrylllA

B. israelensis Ditteri CrylVA, CrylVB, CrylVC, CrylVD

I primi tentativi di trasformazione delle piante con la protossina intera hanno evidenziato
livelli di espressione inadeguata per un controllo effettivo degli insetti mentre oggi, vengono
utilizzate piante GM contenenti la -endotossina in forma troncata, consistente solamente della
porzione attiva N-terminale.

I livelli di espressione anche con la tossina troncata sono comunque molto variabili. Tale
variabilita dipende dal fatto che i geni c¢ry sono molto ricchi in Adenina (A) e Timina (T), al
contrario delle piante nelle quali le regioni ricche in questi nucleotidi sono presenti negli introni
non codificanti od hanno un ruolo regolatorio nelle poliadenilazione. Inoltre A o T in B.
thuringiensis sono la terza base nelle triplette, mentre le piante preferiscono, come terza base
Guanina o Citosina.

Un altro fattore importante ¢ il promotore usato: il promotore costitutivo CaMV S35 induce
I’espressione del prodotto genico sotto il suo controllo, ma tale espressione ¢ molto limitata sia
nel polline di mais (17) che nel polline del cotone (18), riducendo cosi il rischio del flusso
genico. Altri promotori come CaMV 4AS1, usato dalla Monsanto per esprimere Cry3b nel mais
MON 863, esprimono bene la tossina anche nel polline.

L’espressione della d-endotossina in una pianta transgenica fornisce una protezione che dura
per I’intero periodo della crescita della pianta stessa: 1’attivitd insetticida non ¢ limitata nel
tempo come quella fornita dalle preparazioni commerciali a base di Bt e inoltre, le piante GM
agiscono anche su quei parassiti che attaccano le radici o quelli che rimangono all’interno dei
tessuti della pianta, come la piralide (Ostrinia nubilalis) nel mais o il bruco del cotone
(Helicoverpa zea, H. armigera).

Un altro vantaggio, rispetto ai consueti pesticidi chimici, ¢ 1’alta specificita delle -
endotossine verso le specie bersaglio mentre ¢ svantaggiosa, rispetto agli spray fogliari,
I’esposizione continua a concentrazioni relativamente elevate di tossine che potrebbe portare
alla selezione d’insetti resistenti ad una o piu tossine, diminuendone I’utilita.

Sono attualmente in fase di ricerca e sviluppo altre proteine capaci di controllare gli insetti
nocivi come, ad esempio, le lectine del bucaneve (Galanthus nivalis) e dell’aglio (Allium
sativum), componenti naturali del sistema di difesa delle piante che perd non mostrano la stessa
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specificita delle proteine Cry e VIPs in quanto provocano in tutti gli insetti, una volta entrati in
contatto con I’intestino, un mal assorbimento dei nutrienti.

Un altro potente sistema di difesa contro gli insetti potrebbe essere rappresentato dagli
inibitori delle proteasi, attivi sia contro i lepidotteri che contro i coleotteri, ma le PGM
contenenti queste proteine sono state finora poco studiate.

In base a quanto stabilito dalla direttiva comunitaria (Direttiva 2001/18/CE) per la
valutazione ecotossicologica di una pianta transgenica,é necessario valutare anche I’impatto
sugli artropodi che non sono bersaglio della tossina, comprese le api, i predatori e i parassitoidi.

Al fine di analizzare gli effetti della proteina insetticida su questi organismi si utilizza un
approccio basato su tre livelli di approfondimento. La procedura prevede una prima fase di
analisi di laboratorio (primo livello), seguita da prove analitiche eseguite in serra (secondo
livello) e da una serie di test da effettuare in campo aperto (terzo livello). Tuttavia, ¢ chiaro che i
dati di campo forniscono il quadro piu realistico rispetto alle condizioni artificiali create in
laboratorio, per cui i risultati ottenuti da esperimenti di primo e secondo livello debbono essere
sempre confermati in campo aperto.

10.1. Destino della tossina Bt

Le tossine Bt, usate come spray fogliari, sono innocue per molte specie di insetti e per i
vertebrati ¢ la loro azione nel suolo ¢ transitoria, essendo degradate rapidamente nell’ambiente.
Nel caso delle piante transgeniche, invece, i prodotti di degradazione, provenienti dalle
coltivazioni, rilasciano la tossina troncata in forma attiva nel suolo. Stotzky ha, pero,
dimostrato, che la tossina, in forma troncata, si lega rapidamente alle particelle del suolo, in
particolare alle argille; il legame protegge la tossina dall’attacco degli organismi presenti nel
suolo, che conserva, percio, le proprieta larvicide (19-23).

Nel caso degli spray commerciali di B. thuringiensis il legame della tossina, con le particelle
del suolo, probabilmente a causa dell’alto peso molecolare, puo essere limitato, 1’accumulo nel
terreno piu lento e la degradazione piu veloce. In alcuni terreni, sia con metodi immunologici
sia con saggi biologici, basati sulle proprieta larvicide, ¢ stata dimostrata la presenza di tossina,
anni dopo il trattamento con preparati commerciali di Bt (24, 25). I risultati di Stotzky
suggeriscono che il legame alle particelle del terreno rallenta la degradazione microbica della
tossina. Tale protezione della tossina dalla degradazione non €&, pero, assoluta perché una certa
degradazione avviene sempre e questa ¢ piu veloce nei terreni con pH da 5,8 a neutro e piu lenta
nei terreni con pH 4,9-5,0, a causa della maggior attivita microbica a pH neutro (20).

Il mais non cresce bene a pH inferiori a 5,6, per cui i suoli dedicati alla sua coltivazione
avranno, in genere, pH superiori, favorendo cosi la degradazione della tossina. Lo stesso
avviene per il cotone che richiede come pH ottimale 6,0-6,5, mentre la patata preferisce suoli
acidi nei quali la stabilita della tossina ¢ piu elevata perché in questi terreni 1’attivita microbica ¢
ridotta. In questo caso pero gli effetti sulla degradazione della tossina, nell’intervallo di pH 5,0-
5,8, che si sovrappone alle condizioni ottimali di crescita, non sono stati analizzati.

La degradazione della tossina avviene in due fasi: una iniziale piu veloce, con perdita
dell’attivita biologica, nelle prime settimane di rilascio e una successiva molto piu lenta. Questo
andamento bifasico & stato osservato da diversi autori (26-29). La tossina permane poi nel
terreno per parecchi mesi (20, 30).

Questi esperimenti sulla verifica della persistenza nel terreno della tossina Bt vanno pero
interpretati con cautela, perché le concentrazioni iniziali di tossina utilizzate in laboratorio sono
state piu alte, rispetto a quelle espresse normalmente dalle PGM (19, 20). Poiché il saggio
immunologico usato per determinare la tossina nel suolo ¢ molto sensibile (¢ in grado di rilevare
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da 5 a 10 parti per miliardo di tossina) negli esperimenti di Stotzky sono state necessarie
diluizioni da 10° a 10° per ridurre la concentrazione della proteina Cry a livelli non rilevabili. In
base a questo fatto non deve sorprendere che, in presenza di tali elevate concentrazioni
artificiali, siano stati trovati tempi di persistenza molto lunghi.

La sola presenza della tossina nel suolo non basta a produrre una residua attivita insetticida:
infatti misurando 1’inibizione della crescita in O. nubilalis (saggio biologico molto sensibile con
limite di rilevamento di 0,03 pg/g di suolo) ¢ stato osservato che utilizzando terreni, in cui era
stato coltivato mais transgenico per 3 anni consecutivi, la tossina presente non aveva effetto
sulle larve (31, 32).

Un altro aspetto da verificare ¢ se le radici essudino la tossina Bt nel suolo. In genere, le
proteine secrete nel suolo dalle radici delle piante sono poche e specializzate a tale scopo,
poiché contengono segnali di trasporto (sotto forma di sequenza N-terminale corta, specifica che
indirizza la proteina verso il lume del reticolo endoplasmatico) e altre sequenze specifiche che
indirizzano la proteina all’apoplasto (33-36). Le proteine Cry, presenti nelle PGM, non
dovrebbero essere secrete dalle radici perché prive di queste sequenze specifiche di secrezione
(37). Stotzky, invece, ha trovato negli essudati delle radici del mais, la forma attiva di Bt che ha
un peso molecolare di 66 kDa, indipendentemente dall’evento di trasformazione (38-40), in
questo caso la quantita di proteina rilasciata era di circa 10 ng/g di suolo.

Altre piante studiate, come colza, cotone e tabacco rilasciano solo amminoacidi liberi e
piccoli peptidi (al massimo tetrapeptidi). Anche la patata e il riso rilasciano la tossina dalle
radici, con un meccanismo sconosciuto, mentre non lo fanno la colza, il cotone ¢ il tabacco (41).
Nel caso del mais e del riso il suolo risultava tossico per il lepidottero Manduca sexta e nel caso
della patata per il coleottero Leptinotarsa decemlineata.

Nei terreni coltivati a colza, cotone e tabacco GM o con le controparti non GM di tutte le
piante esaminate, non vi era alcuna attivita larvicida. Le ragioni delle differenze tra specie
nell’essudazione della tossina non sono note. Il fatto piu importante era che, in questi
esperimenti, non sono stati trovati effetti degli essudati su batteri, actinomiceti, funghi, protozoi,
nematodi, vermi (Lumbricus terrestris) del suolo (40, 42).

Risultati preliminari sembrano indicare che alcune piante, come basilico, carota, ravizzone,
ocra (detto anche gombo), pastinaca, fagiolo americano, ravanello, lattuga e soia possono
assorbire la tossina dal terreno, mentre altre come la barbabietola e gli spinaci non sono in grado
di farlo (43). Gli autori di questo lavoro sono incerti se il risultato ottenuto sia la dimostrazione
di un vero e proprio assorbimento o sia dovuto a falsi positivi causati dalla sensibilita dei metodi
impiegati.

Nel caso delle coltivazioni GM, la presenza della proteina Cry nel suolo ¢ dovuta al polline,
ai residui della coltivazione e agli essudati delle radici che stimolano 1’attivita microbica (44-
46). La maggior parte degli esperimenti descritti ¢ stata eseguita su terreno completo o su
singole componenti del suolo. Il terreno completo, in genere, non contiene una comunita
microbica cosi alta come quella che si trova nella sola rizosfera (la zona del terreno in
prossimita delle superfici radicali delle piante -caratterizzata da un’intensa attivita

microbiologica) o che s’instaura quando i residui della coltivazione vengono incorporati nel
suolo stesso: le popolazioni microbiche della rizosfera sono, infatti, 100 volte il numero di
quelle presenti nel terreno completo (47). Per questo motivo la degradazione in campo aperto
della tossina Bt, rilasciata dalle radici o dai residui della coltivazione, potrebbe essere molto piu
alta di quella osservata sul terreno completo utilizzato nelle sperimentazioni (48).

I risultati a oggi disponibili, relativi all’incorporazione di Bt nel suolo, come quella che si
avrebbe alla fine della stagione di crescita, suggeriscono che 1’emivita delle tossine Bt nel suolo
vari da 1,6 a 22 giorni, a seconda delle caratteristiche del suolo stesso (49), mentre
I’essudazione potrebbe provocare 1’esposizione continua degli organismi del suolo alla proteina
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Bt. E quindi importante valutare se le osservazioni di Stotzky corrispondano ad una secrezione
attiva di Bt o ad un rilascio passivo dalle radici, perché il primo meccanismo avrebbe come
risultato, rispetto al secondo, la deposizione nel suolo di una maggior quantita di tossina.

Le proteine Bt non contengono sequenze che ne governino il rilascio per cui la loro presenza
negli essudati radicali resta ancora inspiegata. E stato osservato che la concentrazione della
proteina Bt nelle radici del mais transgenico era di venti microgrammi per grammo di radice,
mentre nel suolo circostante la concentrazione di proteina Bt era nell’ordine della decina di
nanogrammi per grammo di suolo; in questo caso, non ¢ stato stabilito se esistesse una
correlazione diretta tra le due concentrazioni.

Una differenza osservata con mais, riso, tabacco, colza, cotone e patata, modificati per
esprimere CrylAb, CrylAc, Cry3A era la presenza di un minore livello di decomposizione nella
biomassa residua nel suolo. Questi risultati non sembravano derivare da differenze nel
microbiota del suolo, ma da un maggior contenuto in lignina delle piante GM rispetto alla
controparte isogenica anche se le differenze osservate non erano del tutto significative (50).

A differenza delle altre, la tossina Cry3Bbl non persiste nel suolo, sebbene sia rilasciata
dagli essudati radicali (51). In campo aperto, la velocita di degradazione dei residui di
coltivazione del mais Bt ¢ identica a quella del mais non transgenico. In generale, in presenza di
mais Bt, non si osservano particolari variazioni nelle popolazioni microbiche e nella loro
attivita, eventuali differenze sono transitorie e legate soprattutto alla localizzazione geografica,
alla temperatura, alla varieta di pianta e alle caratteristiche del terreno di coltivazione (52-67).

La coltivazione di piante Bt comporta inevitabilmente il rilascio delle proteine Cry nel
terreno sia durante il periodo vegetativo che anche dopo il raccolto poiché queste continuano ad
essere rilasciate dalle radici e da altre parti della pianta. Studi di laboratorio hanno dimostrato
che la proteina contenuta nelle foglie era degradata molto rapidamente, mentre in campo aperto
la tossina ¢ presente nelle foglie anche dopo il raccolto (59).

In un sito, nel quale il mais Bt era stato coltivato per 4 anni di seguito, la proteina Bt ¢ stata
rilevata nel suolo molti mesi dopo I’ultimo raccolto (60). E interessante notare che un’analisi
della frazione particolata ha evidenziato che la presenza di proteina Bt era associata soprattutto
al materiale organico, proveniente dalle radici o dal decadimento di alcune parti della pianta, in
contrasto con quanto osservato da Stotzky sul legame preferenziale tra la tossina e le particelle
argillose del terreno (19-25).

Nel caso del cotone, mentre la tossina non veniva ritrovata nel suolo intero, anche dopo sei
anni di coltivazione continua di cotone Bt (68), questa era presente nella rizosfera senza che
fosse evidente un impatto sulla comunita batterica (69-73). Non ¢ stato osservato alcun effetto
sulla rizosfera neppure nel caso del riso (74), per il quale bisogna tener in considerazione che
nei terreni inondati la degradazione della proteina Bt & piu rapida (75-78), né nel caso del
pioppo (79, 80).

Sebbene non conosciamo, per le diverse piante coltivate, quanta proteina Bt si trovi nella
rizosfera durante la coltivazione e quanta ne rimanga dopo il raccolto, gli studi finora condotti
hanno dimostrato che la comunitd microbica non ¢ influenzata dalle caratteristiche della
modificazione genetica (52-84) ed ¢ importante sottolineare come le piante non GM non
assorbano la tossina troncata dal terreno (85) su cui sono state coltivate piante Bt, anche 180
giorni dopo il rilascio, e non assorbano la tossina purificata da colture idroponiche (86).

10.1.1. Effetti della tossina Bt sugli organismi del suolo

Durante la coltivazione delle piante, gli organismi del suolo sono esposti alle radici delle
piante stesse e nel caso delle PGM anche al loro contenuto in endotossina. In particolare gli
organismi, che si alimentano di radici vive, ingeriscono le proteine Cry per lunghi periodi di
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tempo. Inoltre, una notevole quantita di tessuto radicale (11-72%) viene perduta durante la
crescita con un 4-20% di materiale insolubile, derivato dalle radici, che si deposita nella
rizosfera (87). Tuttavia, 1 livelli di espressione delle tossine Bt, pur variando, da evento ad
evento, e da pianta a pianta (Tabella 20), sono molto al di sotto dei livelli (88) per i quali non
sono stati osservati fenomeni di tossicita (vedi capitolo 5.1).

Tabella 20. Livelli di espressione delle proteine Cry in pg/g*

Evento Proteina Foglia Radice Polline Seme Pianta intera
Mais Bt11 Cry1Ab 3,3 2,2 <0,9° 1,4 -

MON 810 Cry1Ab 10,4 - <0,9° 0,19-0,39 4,65
Mais TC1507 Cry1F 56,6-148,9 - 31-33 71,2-114,8 803-1507°
Mais Mon 863 Cry3Bb1 30-93 3,2-6,6 - 49-86 13-54
Cotone Cy1Ac 2,04 - 11,5 1,62 -
Patata Cry3A 26,27 0,39 - - 3,3

* | dati sono stati ricavati dai documenti del’EPA sui singoli eventi e dalla ref. 88
@Valore riferito al peso secco
®Valore riferito alle proteine totali

E possibile da questi dati, essendo noto il numero di piante coltivate per ettaro, calcolare la
quantita di tossina che si potrebbe incorporare nel terreno se 1’intera pianta venisse interrata (nel
caso del mais MON 810 circa 70 ng/mz). E noto, invece, che, dopo il raccolto, la concentrazione
di tossina si riduce notevolmente nelle radici degli stocchi residui (89).

Alcuni invertebrati del suolo che si cibano di detriti o di radici fresche, come i vermi, i
collemboli e gli acari sono stati utilizzati per valutare la tossicita delle proteine Cry nel progetto
europeo ECOGEN: Soil ecological and economic evaluation of genetically modified crops. In
linea, generale non sono stati osservati effetti negativi su questi organismi non bersaglio da
parte delle coltivazioni di piante Bt (90-95); effetti negativi sono stati invece riscontrati sulle
coltivazioni in cui le piante sono state trattate con insetticidi convenzionali (96-106).

10.1.2. Effetti della tossina Bt sugli invertebrati acquatici

Poiché le tossine Bt e i cristalli parasporali sono innocui per i pesci e gli altri organismi
acquatici, gli studi in questo settore hanno riguardato principalmente gli effetti sugli
invertebrati. Acque superficiali, sedimenti e suolo sono stati campionati in un’area dove era
coltivato mais GM contenente la tossina CrylAb e in un’area dove il mais coltivato era irrorato
con i cristalli di Bt var. kurstaki (Biopesticide-Dipel®). Mentre la tossina Bt veniva degradata
piu rapidamente in acqua (dove mostrava un’emivita di 4 giorni) rispetto al suolo (emivita di 9
giorni), i cristalli del biopesticida erano invece piu resistenti (66, 107).

Gli stessi autori hanno esaminato in laboratorio anche il comportamento in acqua del gene
che esprime la tossina CryAb; aggiungendo il gene ad alta concentrazione a campioni di acque
superficiali o di sedimenti, questo era ancora rilevabile, dopo 21 giorni, nelle acque e dopo 40
giorni nei sedimenti, quando questi ultimi erano ricchi in argille o sabbia. Anche campionando
le acque di fiumi vicino alle coltivazioni di mais transgenico, il gene era piu abbondante nei
sedimenti che nelle acque (108). Questi lavori confermando la potenziale presenza di tossina Bt
facevano pensare ad eventuali effetti dannosi per la fauna e la flora acquatiche (109).
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L’invertebrato d’acqua dolce piu esaminato negli studi di tossicita ¢ la Daphnia magna, per
il quale il NOAEL della proteina CrylAb ¢ di 150 mg/L (88). In uno studio condotto con
polline contenente Cry9C, a concentrazioni molto superiori a quelle osservate in campo aperto
(soluzioni torbide o con polline depositato sul fondo), non sono stati osservati effetti negativi
(88). In questi esperimenti, perd, non € chiaro in che modo la D. magna sia stata esposta alla
tossina perché questa specie ingerisce particelle con diametri da uno a 5 um, mentre il polline di
mais ha un diametro di circa 70 um.

In un altro esperimento, a D. magna ¢ stata somministrata farina ottenuta sia da mais Bt sia
da mais non transgenico, sottoforma di sospensione (110); I’esposizione alla farina Bt
aumentava la mortalita, induceva una riproduzione precoce e diminuiva la deposizione delle
uova. Gli autori hanno interpretato questi risultati, pur in presenza di forti devianze nelle
ripetizioni degli esperimenti, come derivanti dall’alimentazione contenente Bt. Tuttavia, il
ritardo di maturazione della Daphnia e ’alta mortalita, osservate anche con la farina non
transgenica, indicavano errori sperimentali connessi con una dieta troppo sbilanciata e una
modalita innaturale di somministrazione. I mais (Bt ¢ non Bt) impiegati nell’esperimento erano
stati raccolti nelle Filippine, nel 2003, senza registrare le condizioni di coltivazione, i trattamenti
sanitari ¢ le infestazioni pertanto anche le condizioni sperimentali utilizzate non consentivano di
trarre conclusioni significative.

Rosi-Marshall et al. hanno misurato la dispersione e il trasporto del polline e dei residui di
coltivazione provenienti da campi Bt vicino a sorgenti e ruscelli (111), dimostrando che il
polline e i detriti del mais Bt sono rilevabili nei ruscelli e vengono trasportati a valle. Tuttavia,
in questi esperimenti, non sono state misurate le concentrazioni di tossina Bt presenti nei
materiali dispersi nelle acque, anche se ¢ possibile estrapolare dai dati pubblicati che la
dispersione annuale di tossina varia dai 9 ai 90 pg/m*. Questi valori, molto bassi, possono essere
considerati trascurabili per le larve della specie Tricoptera, che sono invece sensibili ai residui
acquatici di Bt (111). In laboratorio, infatti, le larve di Lepidostoma ibla (Tricopterae) (un
insetto che si nutre di detriti) e le larve di un insetto filtrante Hydropsyche borealis (Tricopterae)
sono state alimentate con polline e residui di coltivazione di mais Bt; questa alimentazione
provocava una diminuzione nella velocita di crescita in L.ilba e ad un aumento della mortalita in
H. borealis.

Tuttavia, in questi esperimenti, non era stata misurata la quantita di tossina somministrata
mentre la quantita di polline, utilizzata per I’alimentazione, era da 2 a 3 volte la quantita
massima, dispersa annualmente nelle acque. Per questi motivi il lavoro fu criticato da alcuni
ricercatori (112, 113) e nella replica alle critiche, gli autori non esclusero che gli effetti osservati
potessero essere attribuiti alle varieta di mais utilizzate e non alla tossina Bt di per sé (114).
L’intera vicenda ¢ entrata a far parte del dibattito pubblico riguardante le PGM ed ¢ stata
analizzata da Nature (115). Un’analisi quantitativa del destino dei detriti di mais Bt nelle acque
correnti, limitrofe ai campi di coltivazione, ha dimostrato che il mais Bt era decomposto dalla
fauna microbica piu velocemente del mais non Bt. Inoltre, i residui di mais Bt non
influenzavano L.ibla, poiché le acque esaminate erano povere di tale specie (116).

E stato osservato che la tossina Cry3Bbl, che conferisce la resistenza ai coleotteri, aveva un
tempo di dimezzamento di 3 giorni quando parti del mais MON863 venivano incubati sia con
acqua di stagno che con la stessa acqua e il suo sedimento (117). Quando con la stessa tossina,
estratta dalle radici del mais, venivano alimentate le larve del moscerino Chironomus dilutus
(utilizzate negli studi di valutazione della tossicita delle sostanze chimiche sulla fauna dei
sedimenti) vi era una diminuzione della sopravvivenza; nessun ulteriore effetto veniva osservato
sulle larve esposte ad una concentrazione nominale di tossina di 30 ng/mL, a fronte del fatto che
la quantita massima di tossina rilevabile in uno stagno a causa del dilavamento ¢ di 144 pg/mL
(88).
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Al momento, questi esperimenti dimostrano che non vi sono rischi evidenti dovuti all’uso
delle piante Bt per gli ambienti acquatici, come evidenziato anche da uno studio piu recente
condotto su due mais differenti: uno contenente la tossina CrylAb, e I’altro contenente
entrambe le tossine Cry1Ab e Cry3Bbl; in entrambi i casi non ¢ stato osservato alcun effetto sui
tricotteri (118, 119).

10.2. Organismi bersaglio

Nel valutare I’impatto delle piante Bt sugli organismi bersaglio ¢ necessario adottare due
criteri: 1) il valore ecologico ed economico della presenza degli insetti, bersaglio della tossina;
2) la probabilita di esposizione dell’organismo bersaglio al transgene.

L’assenza di tossicita per le specie non-bersaglio fa della tossina Bt il pesticida d’elezione in
agricoltura biologica, dove concentrazioni, modalitd e tempi d’applicazione devono essere
controllati. La supervisione propria dell’agricoltura biologica ha fatto si che non siano
comparse, fino a questo momento, forme di resistenza a Bt, analoghe a quelle insorte con I’uso
di alcuni pesticidi chimici. Un controllo continuativo non € perd fattibile nelle grandi estensioni
dell’agricoltura industriale che non ha mai fatto un grande uso di insetticidi-Bt.

L’introduzione diretta di Bt nelle piante GM ha modificato questo scenario, esponendo la
popolazione degli insetti bersaglio a Bt, non piu per un periodo limitato, ma durante 1’intera vita
della pianta. Tale esposizione pud quindi portare alla selezione d’individui resistenti, il cui
numero puod aumentare con le generazioni successive, diminuendo, cosi, I’efficacia di Bt come
pesticida.

Per questo motivo, nel 1997, il Comitato interministeriale di coordinamento per le
biotecnologie, chiese al Ministro della Sanita di sospendere le prove sperimentali di mais Bt in
Italia al fine di predisporre un adeguato piano di monitoraggio (Ordinanza del Ministro della
Sanita del 4 marzo 1997 “Sospensione dell’attuazione in Italia della decisione della
Commissione europea sul granturco Ciba Geigy Ltd del 23/1/97)”. L’ordinanza vieto per tre
mesi la coltivazione del mais Bt 176, in attesa che venisse elaborato un piano di monitoraggio
per il controllo dell’eventuale insorgenza negli insetti di resistenza alle tossine Bt. A seguito
dell’iniziativa italiana, anche la Commissione Europea, subordind [’autorizzazione alla
commercializzazione delle PGM alla presentazione di un idoneo piano di monitoraggio
ambientale. Il piano, approvato anche dall’Unione Europea, fu attuato dal prof. Lozzia
dell’Istituto di Entomologia Agraria della Universita di Milano. Il piano aveva come scopo
quello di misurare la suscettibilita di base della piralide (Ostrinia nubilalis Hb) esposta a mais-
Bt, determinare se vi fossero cambiamenti nella suscettibilita nel corso del tempo e predire
I’eventuale insorgenza di resistenza. La sorveglianza eseguita nel corso della sperimentazione
non ha rilevato differenze tra insetto bersaglio e gli altri insetti normalmente presenti nei campi
di mais (120-124).

La maggior parte dei danni alle coltivazioni di mais ¢ causata dalla larva del lepidottero
Ostrinia nubilalis (sensibile alle endotossine Cryl) che scava gallerie nello stocco e nelle
pannocchie; 1 nemici naturali della piralide sono i tripidi (Orius sp.), le crisope (Chrysoperla
sp.) e alcuni coleotteri. Altri danni alle piante di mais possono essere causati dai lepidotteri
come le nottue Heliothis armigera e Agrotis ipsilon.

In Italia, negli ultimi anni, ¢ stata decisa la lotta obbligatoria, per evitarne la diffusione, alla
Diabrotica virgifera virgifera, un coleottero (le cui larve attaccano le radici del mais) introdotto
accidentalmente, dagli Stati Uniti alla fine degli anni 90, nelle zone costiere del Veneto. La
diabrotica ¢ sensibile alla tossina Cry3Bbl, per cui il mais GM che la contiene ¢ resistente al
parassita.
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La patata e la melanzana sono state trasformate con la tossina Cry per resistere alla dorifora
(Leptinotarsa decemlineata) capace di defogliare I’intera pianta. Il bruco del cotone rosa, cio¢ la
larva della tarma, Pectinophora gossypiella, e 1a larva di Helicoverpa zea sono anch’esse sensibili
alle tossine Cry. Le larve di H. zea si nutrono anche di piante di mais e di pomodoro. A questa
specie ¢ strettamente correlata H. armigera, infestante del cotone in Asia. L’adulto di questi insetti
depone le uova nella capsula del cotone e le larve che nascono masticano la filaccia per
raggiungere i semi di cui si alimentano. La distruzione del tessuto protettivo intorno alla filaccia
consente 1’ingresso di altri insetti nocivi e dei funghi. Il cotone GM contenente la tossina Bt ¢
resistente a questi insetti. La tossina Bt conferisce resistenza anche ai parassiti delle crucifere
come le larve delle falene Plutella xylostella, Trichoplusia ni e alla cavolaia Pieris rapae.

10.3. Organismi non bersaglio

10.3.1. Insetti erbivori

Un organismo non bersaglio (Non Target Organism, NTO) puo essere definito come
qualunque organismo che, essendo non destinatario della modifica genetica, puo essere esposto
direttamente od indirettamente alla PGM o ai suoi prodotti rilasciati nell’agrosistema in cui la
PGM ¢ coltivata.

A differenza di molti pesticidi chimici che non sono specifici, le piante contenenti Bt sono
specifiche per certi ordini d’insetti e inoltre, mentre nel caso dei pesticidi chimici 1’interazione
pesticida-cuticola pud essere sufficiente per uccidere gli insetti nocivi e anche quelli non
bersaglio, le tossine Bt sono espresse all’interno delle piante, per cui solo gli insetti che
ingeriscono le tossine e i loro nemici naturali possono essere influenzati negativamente.

Ad esempio, i nemici naturali delle larve di O. nubilalis sono i tripidi (Orius sp.), le crisope
(Chrysoperla sp.) e alcuni coleotteri; le larve possono essere parassitate anche dagli imenotteri,
dagli icneumonidi Sinphorus turionis e Eriborus terebrans e dal braconide Microgaster tibialis.
Importanti parassitoidi (per la definizione: http://it.wikipedia.org/wiki/Parassitoide; ultima
consultazione 14/4/2014) sono anche i tricogrammatidi oofagi che distruggono dal 10 al 20%
delle uova di O. nubilalis (119). Predatori delle larve di dorifora, sulle patate, sono gli imettori, i
ditteri, le crisope, le vespe, i ragni e i nabidi. Le larve, le pre-pupe e le pupe di Plutella
xylostella, sulle brassicacee, vengono uccise dai parassitoidi Microplitis plutellae (Muesbeck)
(Hymenoptera: Braconidae), Diadegma insulare (Cresson) (Hymenoptera: Ichneumonidae), e
Diadromus subtilicornis (Gravenhorst) (Hymenoptera: Ichneumonidae) mentre Pieris rapae ¢
parassitato da Pteromalus puparum (Hymenoptera: Pteromalidae).

Pertanto, gli organismi non bersaglio possono essere esposti alle tossine Bt o direttamente
perché si cibano di parti della pianta (erbivori) o indirettamente perché si cibano degli erbivori
che hanno assunto la tossina.

Gli insetti erbivori che masticano le parti delle piante che contengono Bt, ingeriscono la
tossina, mentre gli insetti che succhiano hanno un comportamento differente (Tabella 21), gli
afidi, ad esempio, non ingeriscono la tossina, perché questa non ¢ contenuta nel floema (125).
Per tale motivo, gli afidi non sono influenzati dall’esposizione alle PGM contenenti proteine
insetticide anche quando a tali proteine vengono esposti per molte generazioni (126-130). Gli
acari rossi, 1 miridi e i tripidi, invece, nonostante si alimentino sul mesofillo, ingeriscono la
tossina (131, 132), ma non mostrano danni provocati da tale assunzione (105, 133-144).

Tuttavia, 1’esposizione non dipende solo dal modo di alimentarsi, ma anche dal sito ¢ dal
tempo di espressione della tossina nella pianta (145). L’attenzione dei ricercatori si ¢
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concentrata soprattutto sugli afidi, perché questi insetti sono molto comuni sulle piante coltivate
e perché costituiscono il cibo di molti artropodi entomofagi.

Tabella 21. Principali artropodi erbivori del mais in Europa non bersaglio delle tossine Bt

Erbivoro Sito di alimentazione Modalita di assunzione Ingestione di Bt
Nottue Stocco e foglie Masticazione Si
Afidi Linfa Puntura e suzione No
Agriotes sp. Radici, stocco e foglie Masticazione Si
Oulema melanopa Foglie Masticazione Si
Tanymecus dilaticollis Foglie Masticazione Si
Oscinella frit Foglie Scorticatura e suzione Si
Frankliniella sp. Epidermide/Mesofillo Puntura e suzione Si
Tetranicus urticae Mesofillo Puntura e suzione Si

Molte specie di afidi presenti nel cotone, nel mais e nella colza non assumono la tossina.
Sebbene in alcuni casi si sia trovata la tossina Bt negli afidi, questo ritrovamento & stato
attribuito a fenomeni di contaminazione (146, 147).

Ripetendo 1’esposizione in esperimenti di laboratorio, era possibile recuperare la tossina Bt
in alcuni afidi, ma ad una concentrazione del 98% inferiore a quella presente nella pianta (148).
Le contaminazioni sono state attribuite alla presenza di frazioni minime di materiale vegetale,
alla presenza di acari rossi o delle loro feci. Ad esempio, nelle feci dei tripidi che si
alimentavano sul mais, contenente la tossina CrylAb, la concentrazione della tossina era dieci
volte piu alta di quella presente negli insetti alimentati su materiale vegetale fresco (138).

Molti predatori che si alimentano principalmente con polline, nettare e linfa sono erbivori
facoltativi mentre i parassitoidi si alimentano con i nettari (149, 150). Le proteine Bt non sono
state ritrovate nel nettare del cotone, mentre la loro espressione nel polline della stessa pianta varia
al variare del promotore, del gene Cry usato e dell’evento di trasformazione. Molti predatori che
rappresentano un importante sistema di controllo biologico, come la coccinella Coleomegilla
maculata si alimentano attivamente con il polline, durante il periodo dell’antesi, piuttosto che con
le prede (151, 152). Altri predatori come Orius sp. € Chrysoperla carnea, presenti nei campi di
mais, durante 1’antesi, assumono la tossina Bt dal materiale vegetale (153, 154).

Nel caso delle piante impollinate dal vento, gli erbivori non bersaglio, possono essere esposti al
polline depositato sulle piante di cui si alimentano, come avviene nel caso delle larve di farfalla.

A differenza di quanto avviene per le piante Bt, le piante trasformate con lectine od inibitori
delle proteasi, trasportano la proteina insetticida nella linfa. Quando gli afidi si alimentano su
queste piante, le proteine insetticide possono essere presenti nella loro melata (155-157) poiché
questi insetti hanno una bassa attivita proteolitica nell’intestino. La melata (una secrezione
zuccherina emessa da alcuni insetti che si nutrono della linfa delle piante) ¢ un’importante fonte
di cibo per molti artropodi inclusi i predatori, i parassitoidi, gli impollinatori e gli insetti erbivori
adulti (158) e puo essere, quindi, una fonte di espozione alle proteine insetticide per molti
organismi non bersaglio (159, 160).

10.3.2. Artropodi entomofagi-parassitoidi e predatori

Il 95% circa della popolazione degli insetti erbivori ¢ mantenuto al disotto del numero
necessario a causare danni sulle piante da un meccanismo di controllo naturale fornito da
predatori e parassitoidi. Questo controllo naturale rappresenta la linea di base sulla quale si
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approntano i piani agronomici di gestione degli insetti nocivi prima di considerare come misure
correttive I’impiego d’insetticidi.

Un parassitoide ¢ un organismo che trascorre una parte significativa della sua vita adeso o
all’interno di un singolo organismo ospite, che finisce per uccidere (e spesso consumare). |
parassitoidi sono simili ai parassiti che vivono con 1’ospite senza causargli danni letali; in
genere, il parassita ricava sufficienti nutrienti per vivere e non impedisce all’ospite di riprodursi.
In una relazione parassitoide, invece, 1’ospite di solito viene ucciso prima che possa produrre
prole.

Predatori e parassitoidi sono importanti nemici naturali di molte specie di erbivori e sono
spesso utilizzati nei programmi di lotta biologica e integrata. Le piante coltivate trasformate con
la tossina Bt hanno elevati livelli di resistenza ad alcune specie di erbivori, cosa che potrebbe
avere effetti negativi su predatori e parassitoidi specializzati su tali insetti. Una migliore
comprensione dell’interazione tra piante transgeniche, predatori, parassitoidi e insetti erbivori ¢
importante per limitare eventuali danni sul controllo biologico e per fornire conoscenze di base
essenziali per l’attuazione di misure per la conservazione delle popolazioni di predatori e
parassitoidi.

Gli artropodi entomofagi costituiscono un gruppo molto eterogeneo che comprende sia classi
di Insetti che di Aracnidi in grado di assumere le tossine insetticide non solo direttamente, ma
anche dalle prede di cui si nutrono. Tuttavia, la quantita di tossina presente negli insetti erbivori
dipende, oltre che dal tempo di assunzione, anche dalla velocita di digestione ed escrezione. Ad
esempio, insetti diversi che si alimentano sulle cellule del mesofillo della stessa pianta possono
contenere quantita diverse di tossina; il ragnetto rosso (Frankliniella sp.) ha lo stesso contenuto
in Bt delle foglie di mais di cui si alimenta, mentre i tripidi e le cicaline contengono
rispettivamente solo 1/6 ed 1/30 di tale concentrazione (160). Una forte variabilita nella
concentrazione di Bt ¢ stata descritta anche per gli erbivori del cotone (161, 162). Anche
all’interno della stessa specie la concentrazione di tossina puo variare durante il ciclo vitale
(138). Gli stadi immobili sono ovviamente piu facile preda degli entomofagi, rispetto alle larve
e agli adulti, e quindi i livelli di esposizione dei predatori pud essere sovrastimato se si
considera la concentrazione media di ogni stadio della preda (138). Infine la quantita di proteina
insetticida presente in un insetto dipende anche dalla natura della proteina stessa. La larva di C.
carnea, una specie che non produce feci allo stadio larvale, degrada la proteina Cryl Ab in pochi
giorni, mentre la lectina del bucaneve rimane indigerita (163).

Vi sono molti studi che hanno analizzato gli effetti delle piante Bt sui predatori in un sistema
tritrofico pianta-erbivoro-predatore. Negli studi con larve di lepidotteri, che avevano ingerito
prede, contenenti la tossina, non sono stati osservati effetti nocivi sulla mortalita, longevita e
sviluppo dei predatori e dei parassitoidi (151-426). Tuttavia, anche usando prede suscettibili,
non sempre si hanno effetti sui predatori. Infatti, bisogna valutare se il predatore ingerisce la
tossina Bt quando mangia la preda e se ¢ suscettibile alla stessa. Si puo predire, con una certa
accuratezza, se il predatore sara esposto alla tossina basandosi sul suo modo di alimentarsi. |
predatori con un apparato boccale adatto alla masticazione, come i coccinellidi, ingeriranno la
tossina mangiando I’intestino (dove si concentra la maggior parte della tossina stessa) degli
artropodi che a loro volta hanno mangiato Bt, mentre per i predatori con un apparato boccale per
succhiare (Emitteri) la situazione ¢ meno evidente perché potrebbero alimentarsi con parti del
corpo che non contengono tossina.

Finora, solo alcuni studi hanno misurato con il metodo ELISA 1’assunzione diretta di tossina
da parte di predatori (147, 164) e almeno in un caso la quantita di tossina presente nella preda
non era rilevabile neppure con questo metodo (205).

Anche altri predatori come Nabis sp., Zelus renardii (153, 178), Coleomeggilla maculata
(152), e Orius majusculus (137) non sono suscettibili a prede intossicate da Bt. Questi predatori,
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non sono suscettibili alla tossina presente nelle loro prede che si alimentano succhiando la linfa
delle PGM, nella quale le proteine Cry non sembrano essere presenti (148), mentre tracce delle
proteine Cry sono state trovate nei mangiatori di linfa presenti in diversi eventi contenenti Bt nel
mais (127, 133, 137) e nel cotone (130).

Alcuni predatori sono onnivori € possono alimentarsi in modo selettivo di alcuni tessuti della
pianta. In differenti studi, vari predatori sono stati alimentati con polline, foglie e sete delle
PGM in questi casi I’alimentazione diretta dei predatori non ha evidenziato effetti avversi,
misurati in termini di sviluppo, fecondita e longevita (151-154).

Studi di laboratorio, condotti nello stesso periodo, avevano dimostrato effetti negativi della
tossina Bt sulla crisopa C. carnea (insetto predatore benefico), aumentando cosi i dubbi sulla
coltivazione delle piante Bt (164-166). Molti di questi effetti erano, perd, dovuti alla
somministrazione di prede parzialmente intossicate, morte o morenti e percio di minor valore
nutrizionale o disgustose per il predatore. I risultati negativi osservati sulla C. carnea non
potevano essere interpretati come un effetto diretto della tossina Bt, poiché la membrana
intestinale delle larve di questo insetto non ¢ capace di legare le tossine CrylA (167) infatti, la
somministrazione diretta di due tossine CrylAc e CrylAb non ha mostrato effetti negativi a
differenza di quanto accaduto con somministrazione dell’agglutinina del Galanthus nivalis e
dell’avidina (168).

Gli adulti di crisopa sono erbivori e si alimentano di foglie e polline; gli adulti esposti al
polline di mais contenente CrylAb o Cry3Bbl, o a diete artificiali contenenti le tossine a
concentrazioni 10 volte superiori a quelle presenti nel polline non mostravano differenze nei
parametri vitali rispetto agli adulti alimentati con polline delle linee isogeniche di mais, non
transgenico (169).

Al momento della fioritura del mais, le femmine di crisopa erano piu abbondanti nei campi
per la presenza di polline fresco. Gli insetti, raccolti all’aperto, avevano una media di 5.000
granuli di polline nell’intestino; il 61% di tali granuli, nel caso di CrylAb e il 79%, nel caso di
Cry3Bbl veniva digerito (169). Anche nel caso di esperimenti, disegnati per far in modo che le
larve di crisopa assumessero la tossina, non sono stati osservati effetti dannosi (131, 170-172).
Tuttavia, questi studi di laboratorio non sono mai stati confermati da osservazioni fatte su
colture in campo aperto anche perché le larve di C. carnea in natura si nutrono prevalentemente
di afidi che non sono influenzati dalla tossina Bt (173, 174) Questo aspetto conferma il fatto che
1 risultati di laboratorio sono da ritenersi validi solo se confermati in campo aperto (175, 176).

L’approccio integrato adottato dal prof. Lozzia ¢ stato successivamente esteso alle reti
alimentari ecologiche di molte PGM di cui sono noti gli insetti nocivi pit importanti e i loro
predatori. Gli insetti nocivi e quelli che si alimentano di polline (imenotteri, parassitoidi,
coleotteri, ditteri, sirfidi, neurotteri, crisopidi) sono esposti direttamente agli effetti della
proteina transgenica mentre i loro nemici naturali vi sono esposti indirettamente, tramite il
consumo delle loro prede.

Effetti negativi non sono stati osservati anche su altri predatori come Orius sp. (153, 177-
184), Coleomegilla maculata (151, 185-190), Leptinotarsa decemlineata (dorifora della patata)
(191-199), Coccinella septempunctata (coccinella comune) (180, 200-205), i coleotteri del
suolo (206-208) e altri (209-213). Gli effetti delle piante Bt sui parassitoidi, studiati per lo piu in
laboratorio e quindi con gli stessi limiti individuati per i predatori, dipendono molto dalle
interazioni parassita/parassitoide considerate; ad esempio nel mais, il parassitoide
Parallorhogas pyralophagus (Marsh), che vive in simbiosi con un erbivoro delle aree
subtropicali: I’ Eoreuma loftini (Dyar), aveva un tempo di sviluppo piu lungo se quest’ultimo era
alimentato con foglie di mais Bt (214), mentre il parassitoide della piralide Lydella thompsoni
(Herting), sia in laboratorio sia in campo aperto, non era influenzato dal mais transgenico (215).
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In laboratorio, effetti negativi sono stati osservati anche per altre combinazioni
parassita/parassitoide (216-219), mentre alcuni parassitoidi non vengono influenzati
dall’alimentazione del parassita ospite (220-223); in alcuni casi ¢ stato addirittura osservato un
effetto benefico inserendo nell’alimentazione ospiti alimentati con mais Bt (224, 225). Nel caso
della patata Bt, non sono stati osservati effetti negativi sulla crescita e la riproduzione di
parassitoidi (226, 227).

La falena P. xylostella ¢ normalmente molto sensibile ad alcune tossine Bt. Tuttavia, ’uso di
batteri Bt, sotto forma di spray, ha portato alla selezione di resistenza da parte di questo
erbivoro, le cui larve vengono parassitate da Cotesia plutellae. Sebbene incapace di
sopravvivere sulle larve dell’erbivoro suscettibile a Bt, quando questo ¢ allevato su colza Bt C.
plutellae & in grado di completare il suo sviluppo larvale nelle larve di Plutella xylostella a loro
volta resistenti a Bt. Esperimenti sul volo e il comportamento alimentare di questo parassitoide
hanno dimostrato che esso non ¢ in grado di distinguere tra colza Bt e colza non Bt; le femmine
adulte di C. plutellae sono piu attratte dalle piante Bt danneggiate dall’ospite P. xylostella, Bt
resistente, rispetto all’ospite suscettibile. Questi esperimenti, con miscele di piante Bt ¢ non Bt,
hanno dimostrato che il parassitoide ¢ efficace nel controllare le larve di P. xylostella, resistente
a Bt, sia sulle piante Bt sia sulle piante non Bt (228, 229). Nessun effetto particolare ¢ stato
invece rilevato in un’altra specie di Cotesia, C. vestalis (172) e un altro parassitoide Diadegma
insulare (230, 231).

Nel caso di erbivori non bersaglio allevati su brassicacee, il parassitoide Microplitis mediator
cresceva regolarmente nell’erbivoro Mamestra brassicae (232). Al contrario, il parassitoide
Pteromalus puparum cresceva con difficolta nell’erbivoro P. rapae, a causa della cattiva qualita
delle larve dell’ospite che a loro volta crescevano male su broccoli contenenti la tossina,
mostrando un comportamento diverso tra le diverse piante transgeniche: CrylAc >
CrylAc+Cryl1C > Cry1C (233). In tutti i casi sia gli erbivori sia i parassitoidi non contenevano
tossina Bt.

Gli erbivori del cotone alimentati con piante Bt influenzavano negativamente la crescita dei
parassitoidi sia nel caso dell’organismo bersaglio H. armigera parassitato da Campoletis
chlorideae (234) che da Sylepta derogata, le cui larve, parassitate da Apanteles ruficrus (235)
uniscono le foglie per farne un rifugio alimentandosi con la parte superiore del rifugio stesso,
Invece, nelle risaie, il gruppo di parassitoidi che attaccano la specie bersaglio del riso Bt,
Cnaphalocrocis medinalis, non mostrava alcun effetto funzionale (236). Il geometride
Pseudocoremia suavis, infestante dei pini in Nuova Zelanda, ¢ controllato dai pini Bt ma non
influenza il suo parassitoide Meteorus pulchricornis (237).

L’impatto delle piante Bt ¢ stato valutato in molti altri esperimenti condotti sia in laboratorio
che in campo aperto su mais (220, 238-330), cotone (331-360), riso (361-382), patata (203, 383-
398), melanzana (399-404), brassicacee (229, 405-417), tabacco (419-421) e pioppo (422-427),
esprimenti le proteine CrylAb, Cry3Bb, CrylAc, CrylaB+VIP3A, CrylAc/Cry2Ab. Questi
studi hanno reso evidente solo effetti transeunti o inconsistenti sull’entomofauna delle piante Bt
paragonate con quelle di controllo non Bt. L’unica eccezione ¢ rappresentata dai predatori e
parassitoidi specialisti per gli insetti bersaglio, virtualmente assenti dai campi Bt per mancanza
di prede o ospiti bersaglio. Per lo stesso motivo, riduzioni consistenti sono state osservate anche
per i predatori generalisti.

In alcuni studi le piante Bt sono state paragonate a piante non Bt, trattate con insetticida.
Sebbene questi studi non abbiano significato statistico, indicano tutti che gli effetti delle
coltivazioni Bt sugli organismi non-bersaglio sono minori di quelli dei pesticidi. Inoltre, non si
sono osservate, nei campi coltivati con piante Bt, infestazioni secondarie che richiedessero 1’uso
d’insetticidi. Questo fatto conferma che la funzione di controllo biologico complessiva non ¢
influenzata dalla presenza delle piante Bt, si ritiene, anzi, che tale funzione sia aumentata, in
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assenza di trattamenti con insetticida, quando si osserva una diminuzione nelle popolazioni di
afidi.

La situazione, sopra descritta pud essere rappresentata, nel caso del mais, dalla Figura 3
(rielaborata da 276) che descrive sinteticamente i rapporti alimentari tra gli insetti presenti nelle
coltivazioni. La figura organizza gli insetti nocivi piu importanti, i loro nemici naturali
(predatori e parassitoidi), gli insetti che si alimentano di polline e/o nettare, organismi del suolo
per gruppi ecologici e non include gli insetti erbivori che si nutrono della pianta senza causare
danni particolarmente significativi.

PARASSITOIDI

Imenotteri
Eulofidi Tricogrammatidi Icneumonidi Braconidi
Afidi Frigidi Pteromalidi
Tachinidi
% ‘/

Lepidotteri|(falene) Ditteri Acari
Piralide Oscinella Ragnetto
rosso 4

v
Emitteri/Omotteri Tisanotteri
Afidi Tripidi

INSETTI NOCIVI
PER IL MAIS

Eterotteri Neurotteri Ditteri
Antocoridi Crisopidi Sirfidi: mosche elicottero
Coleotteri Aracnidi Acari predatori
Coccinelle, Carabidi
Stafilini PREDATORI

Figura 3. Esempio di rete alimentare degli insetti presenti in un campo di mais
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Occorre, comunque, sottolineare che la figura ¢ una semplificazione della situazione reale poiché
negli ecosistemi naturali esiste una grande diversita di specie con interazioni molto complesse: basti
pensare che nei margini erbosi dei terreni arabili sono state trovate fino a 343 specie differenti di
coleotteri (428). Inoltre, la ricchezza di una specie e la sua composizione variano con le stagioni e
nel tempo (429) e molte delle famiglie descritte comprendono migliaia di specie diverse, come gli
afidi o i pidocchi delle piante di cui si conoscono 2250 specie; le stesse interazioni sono influenzate
anche dall’eventuale presenza di colture limitrofe e di aree non coltivate.

Particolarmente dannose per le colture dei cereali sono le specie di Oscinella (dell’ordine dei
ditteri) dette anche parassiti dei prati; piccole farfalle, le cui larve si sviluppano all’interno delle
spighe e degli stocchi. Dannosi per le colture sono anche gli elateridi (noti come ferretti o
scarabei a scatto) le cui larve attaccano le piantine giovani distruggendo lo stelo, mentre gli
adulti si nutrono di polline. Ubiquitari sono gli acari che riducendo il contenuto cellulare
provocano una diminuzione dell’attivita fotosintetica.

Nel caso del mais Bt solo una piccola parte degli artropodi presenti nelle coltivazioni sono
insetti nocivi, tutti gli altri possono essere considerati come organismi non-bersaglio. Tra questi
né ragni né insetti saprofagi sono disturbati dalle piante Bt (430-433); la maggior parte dei danni
¢ causata dalla piralide Ostrinia nubilalis che puo attirare dei nemici naturali come Orius sp. €
Crhrysoperla sp., predatori che eliminano dal 10 al 20% delle uova di piralide.

10.3.3. Api e impollinatori

La preoccupazione che il polline transgenico potesse avere degli effetti sulle api ha stimolato
molti studi sia sulle api sociali sia su quelle solitarie (434-476). Arpaia, nel 1996, aveva potuto
dimostrare in laboratorio che la tossina Bt somministrata con lo sciroppo a colonie di Apis
mellifera non aveva alcun effetto sulle colonie stesse (434). In altri esperimenti era stato
osservato che la tossina non ha effetto sulla sopravvivenza delle operaie adulte e non alterava lo
sviluppo delle ghiandole ipofaringee che producono la gelatina reale necessaria al nutrimento e
alla crescita della covata; test ELISA (Enzyme-Linked Immuno Assay) non hanno evidenziato
presenza della tossina Cry1Ab nella gelatina stessa (435). Sottoponendo ad analisi statistica 25
studi di laboratorio non sono stati dimostrati, ad oggi, effetti sulle larve o sugli adulti (455).

Questi studi sono stati criticati perché non mimavano il modo in cui il polline viene
naturalmente assunto dalle larve (458); di conseguenza, Baendreier ef al., dopo aver misurato la
quantita media di polline assunta per larva, hanno potuto confermare, usando la concentrazione
fisiologica di polline, che il polline Bt non aveva alcun effetto sullo sviluppo della ghiandola
ipofaringea e sulla capacita delle api nutrici di originare il cibo per le larve (447, 457).
Analogamente la tossina Bt non aveva alcun effetto sulla comunita batterica (un indicatore della
corretta funzionalita intestinale) presente nell’intestino delle api (452). Sia gli studi condotti in
ambiente parzialmente confinato, sia quelli condotti in campo aperto hanno confermato la non
tossicita di Bt per le api. Particolarmente significativi sono stati i lavori che hanno valutato il
comportamento delle api per il quale non sono state riscontrate alterazioni; differenze sulle
modalita di ricerca del polline, I’orientamento e la comunicazione avrebbero, infatti, evidenziato
eventuali effetti della tossina Bt (444-446, 459).

Oltre all’ape mellifera vi sono le api solitarie, che contribuiscono in modo efficace
all’impollinazione, come il bombo (Bombus sp.), I’osmia, (Osmia sp.), ’ape legnaiola (Xylocopa
sp.), spesso chiamata erroneamente calabrone, e il moscone blu (Calliphora vomitoria). Tra questi
impollinatori alternativi, sono stati studiati solo il bombo e 1’osmia, senza che sia stato osservato
alcun effetto del polline Bt (436). Non sono stati studiati effetti di piante transgeniche, che
esprimevano proteine insetticide diverse da Bt, su ape mellifera o su bombo. Nel caso dell’ape
mellifera I’esposizione ¢ indiretta per le larve, il cui nutrimento € composto in larga misura dalla
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secrezione ghiandolare delle api adulte, mentre ¢ diretta per le operaie adulte che consumano una
grande quantita di polline, specialmente nella prima settimana dopo la nascita. Al contrario, i
bombi, nella vita adulta, consumano una quantita costante di polline e nutrono le larve
direttamente con il polline, che depositano anche nelle cellette di allevamento delle larve.

Una pianta transgenica rappresentera un rischio per un impollinatore solo se vi € esposizione
reale; in altre parole, deve essere presente una sovrapposizione spaziale e temporale tra
I’espressione del transgene nel polline della pianta e la presenza di una popolazione
d’impollinatori. L’impollinatore visita i fiori della pianta, assumendo polline o nettare dagli stessi,
ma normalmente non li usa come rifugio o sito di ovodeposizione o per altri scopi che portino ad
un’esposizione indiretta. L’impollinatore, percido, ¢ esposto solo a quelle caratteristiche
transgeniche che sono espresse nei fiori; una pianta transgenica che esprima la tossina solo nelle
foglie e nelle radici non rappresenta ovviamente un rischio per I’impollinatore stesso.

La valutazione del rischio per le api esposte a polline transgenico dovrebbe dipendere dalla
concentrazione della proteina transgenica presente nel polline stesso: essendo tale
concentrazione molto bassa (Tabella 22) ¢ difficile che il polline possa rappresentare un rischio
significativo. Ancora piu difficilmente il rischio potra essere associato al consumo di nettare
trattandosi di una secrezione non contenente proteine, ma composto principalmente da zuccheri
e talvolta da amminoacidi. Le uniche eccezioni note sono il nettare del tabacco che ha una
concentrazione proteica dello 0,024% (461) e quello del porro con una concentrazione proteica
dello 0,022% (462). Nel nettare della colza e del cotone transgenico non ¢ stata rilevata
I’espressione di proteine trasgeniche (463-465).

Tabella 22. Espressione delle proteine transgeniche nel polline

Pianta Proteina Promotore Proteina nel polline Rif.
260-418 ng/mg
Isolati dal mais specifici proteine totali solubili
Mais Bt Cry1Ab per polline e foglie 1100-2400 466
ng/g peso fresco
CaMV 35S8* 0
Mais Bt 176 Bt Cry1Ab Isolati dal mais specifici 7 |\ 0 holine 467
per polline e foglie
Mais Bt 11 Bt Cry1Ab CaMV 35S8* <90 ng/g peso secco 468
Mais MON810 Bt Cry1Ab CaMV 358* <90 ng/g peso secco 468
Mais Starlink Bt Cry9C CaMV 35S8* 0,24 pg/g peso fresco 468
Mais TC 1507 Bt Cry1F Poliubiquitina del mais 32 ng/mg peso secco 468
Mais MON863 Bt Cry3Bb1 CaMV 35S8* 82 ug/g peso fresco 468
MON810xMON84006 CaMV 35S 0,06-0,12 ng/g 469
Cry2Ab2 ’ ’
peso fresco
Cotone Bt Cry1Ac CaMV 358* 0,6 1g/g peso frresco 470
11 ng/g peso fresco 468
Promotore dell’actina
Cotone VIP3A(a) da Arabidopsis thaliana 1,1 ug/g peso secco 463
Riso CrylAce Crylb fuse romotore delfactina 7,24 pglg 471
dal riso
Colza O.rlz.aC|staF|na.1 CaMV 35S* 0 473
Inibitore tripsina 0 472

*Promotore del virus del mosaico del cavolfiore
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I promotori “costitutivi” come quelli dell’ubiquitina del mais e dell’actina, ottenuti da diversi
tipi di piante, come pure quello del virus del mosaico del cavolfiore 35S esercitano un’azione
promotrice molto debole, se non del tutto nulla, nel caso del polline, rispetto a quanto osservato
nelle foglie delle piante. Tuttavia, altri tipi di transgeni, contenenti ad esempio lectine o inibitori
delle proteasi seriniche potrebbero influenzare negativamente gli impollinatori in base alla
concentrazione delle proteine insetticide nel polline e alla quantita di polline ingerita nei diversi
stadi di sviluppo.

Nel 2007, negli USA e in Europa, molti apicoltori trovarono le arnie prive di api operaie. In
assenza di una causa nota fu coniato il termine Colony collapse disorder; nonostante che le
modificazioni genetiche non avessero alcun effetto sulle api, immediatamente i gruppi
ambientalisti attribuirono il fenomeno alla coltivazione delle piante transgeniche. Ad oggi, non
¢ stata identificata una singola causa delle perdite degli alveari e tutte le ricerche effettuate
hanno escluso il ruolo dei transgeni nel fenomeno, che ¢ stato attribuito invece ad una
combinazione di fattori quali antiparassitari, insetti nocivi e patogeni (477-479). Lo United
States Department of Agriculture ha trovato un maggior numero di patogeni negli alveari colpiti
rispetto a quelli sani; patogeni che indebolendo le difese naturali delle api le rendono suscettibili
ad altri agenti.

Recentemente, 1’analisi delle particelle di polline raccolte sia dalle api che da altri insetti
impollinatori quali i bombi, le api solitarie e alcune vespe ha dimostrato la presenza nel polline
di tre virus a RNA: DWYV (virus dell’ala deforme), BQCV (virus delle cellule nere della regina)
e il virus che causa un accumulo di fluido sotto la pelle delle larve (Sacbrood virus, SBV). 11
polline che si trova in natura ¢ percido un potenziale serbatoio di virus; nel caso in esame, il
polline e il miele conservati nelle arnie erano infettivi e quando venivano trasferiti in un’arnia
sana causavano |’infezione della regina che deponeva uova infette. Questi risultati sono stati
importanti per il controllo del Colony collapse disorder, perché il polline viene importato ed
esportato liberamente per alimentare le api usate in agricoltura come impollinatori (480).

10.4. Resistenza agli insetti e zone rifugio

L’uso in campo aperto, per pit di 50 anni, delle preparazioni commerciali a base di tossina
Bt, in assenza di una qualsivoglia comparsa di resistenze nelle popolazioni d’insetti ha portato a
considerare improbabile I’evoluzione delle resistenze stesse. Infatti, tra i ditteri, non hanno
sviluppato resistenze Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus ¢ Musca domestica sia in campo
aperto sia in prove di laboratorio; al contrario, in Asia, nelle Hawai e negli USA continentali, in
campo aperto, € stata osservata I’insorgenza di resistenza al Bt di P. xylostella (481).

Studi di laboratorio hanno dimostrato come anche 1’esposizione a preparati commerciali
abbia permesso la selezione di insetti resistenti; tra i lepidotteri hanno sviluppato resistenze
Trichoplusia ni e P. xylostella (parassiti delle brassicacee), Heliothis virescen (parassita del
cotone), Spodoptera exigua (parassita della barbabietola) e Plodia interpunctella (infestante
delle farine). Frequenze di resistenze molto minori sono state osservate anche con Anagasta
kuehniella (infestante della farina), Cadra cautella (parassita del mandorlo), Choristoneura
fumiferana (parassita dell’abete), Homoeosoma electellum (parassita della patata dolce) e
Spodoptera littoralis (parassita di circa 40 famiglie di piante) (482). Anche alcune specie di
coleotteri quali Leptinotarsa decemlineata (parassita della patata) e Chrysomela scripta
(parassita delle foglie del cotone), esposte in laboratorio alla tossina Bt, hanno sviluppato
resistenze.

Le prove di laboratorio suggerivano che I’esposizione prolungata degli organismi bersaglio e
quelli non bersaglio al transgene Bt, espresso per tutta la durata del ciclo biologico della pianta,
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potessero indurre resistenze rendendo vana la tecnologia e aprendo la strada ad un ulteriore
impiego di pesticidi chimici. Per evitare questo fenomeno ¢ stato sviluppato il modello delle
“zone rifugio”, cio¢ zone coltivate con piante convenzionali adiacenti a quelle coltivate con
PGM.

Poiché la resistenza ad un insetticida, in molti casi, puo essere causata dalla mutazione di un
gene dell’insetto, la teoria alla base dell’uso delle zone rifugio pud essere spiegata con un
modello semplificato della base genetica di insorgenza di resistenza. Assumendo, pertanto, che
la resistenza sia controllata da un singolo locus con due alleli » (1’allele mutante che conferisce
la resistenza) ed s (I’allele normale che conferisce la suscettibilita), esistono in natura tre tipi
(genotipi) d’insetti: ss, s e rr. La risposta all’insetticida degli insetti »s sara intermedia tra
quella degli insetti suscettibili ss e quella degli insetti resistenti rr, perché, nella maggior parte
dei casi di resistenza alla tossina Bt, I’allele » ¢ parzialmente recessivo (483-487).

I meccanismi biochimici e molecolari della resistenza possono essere quindi molteplici,
poiché possono intervenire in ogni singolo passaggio del meccanismo d’azione della tossina
(488).

Nel caso dei lepidotteri, il principale bersaglio delle piante Bt, si osservano una forte
resistenza alle tossine della famiglia Cry1Ab e una resistenza limitata alle tossine della famiglia
CryAc (488). Questo tipo di resistenza ¢ stato osservato, in laboratorio, in sei tipi d’insetti: due
parassiti delle brassicacee, T. ni e P. xylostella, 1a falena del farro P. interpunctella, il verme del
tabacco Heliothis virescens, il verme rosa del cotone Pectinophora gossypiella e il verme della
capsula del cotone Helicoverpa armigera (488, 489-496). Le basi molecolari della resistenza
sono state descritte solo per le ultime tre specie ed € dovuta a mutazioni sul gene, che codifica
per la caderina, che impediscono la sintesi della sequenza completa della proteina (492, 493-
496) e nel caso dell’H. virescens, la mutazione inibisce il legame della tossina Bt (497).
Sebbene la localizzazione della mutazione nel gene della caderina sia una caratteristica di
ciascuna delle tre specie, in ciascuna specie € presente almeno una mutazione che introduce
prematuramente un codone di stop. E, comunque, possibile modificare le tossine CrlAb e
CrlAc in modo da renderle di nuovo efficaci contro gli insetti del cotone divenuti resistenti
(498).

Un altro caso di resistenza, correlato con un possibile sito di legame, ¢ dovuto alla mancata
espressione di una N-amminopeptidasi nell’insetto Spodoptera exigua, resistente alla tossina
Cryl1C (499); nel caso della piralide invece la resistenza ¢ dovuta ad una ridotta attivita della
proteasi che trasforma la protossina Bt in tossina attiva (500).

Gli esperimenti di laboratorio, descritti, insieme ad esperimenti condotti su piccola scala con
la falena del cavolo, P. xylostella (501, 502) insieme ad altri modelli teorici (503-506) hanno
portato allo sviluppo della strategia dei rifugi al fine di: 1) avere piante non-Bt sulle quali
potessero crescere adulti suscettibili; 2) favorire 1’accoppiamento tra insetti resistenti e
suscettibili; 3) diminuire la dominanza della resistenza; tutto questo perché nella coltivazione in
campo aperto delle piante Bt gli insetti bersaglio sono esposti continuamente alla tossina
presente nella pianta, a differenza di quanto avviene con 1’applicazione di insetticidi spray a
base di Bt.

Per evitare, quindi, che gli insetti bersaglio sviluppino delle resistenze alla tossina, cosa che
renderebbe anche inutile I’'uso di PGM, la Environmental Protection Agency statunitense (EPA),
nel 1996, ha adottato la strategia cosiddetta “dell’alta dose/rifugio”, basata su modelli
matematici, che indicano come necessaria, al fine di diluire gli alleli resistenti in modo tale da
mantenere intatta la suscettibilita, la presenza di almeno 500 individui suscettibili per ogni
individuo resistente (507). Per realizzare questa strategia, la concentrazione della tossina Bt
nelle PGM deve essere pari a 25 volte la dose necessaria ad uccidere tutti gli insetti rs
suscettibili, in modo da rendere improbabile la comparsa di resistenze, che emergono
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generalmente quando gli insetti vengono esposti ripetutamente a basse dosi di insetticida. |
rifugi sono delle aree contenenti piante convenzionali geneticamente simili a quelle
transgeniche che vengono coltivate nello stesso campo al fine di mantenere gli insetti
suscettibili nella popolazione. I rifugi possono essere realizzati sia all’interno dei campi Bt che
all’esterno. Gli insetti con il genotipo ss, che sopravvivono nei rifugi, si possono accoppiare con
i pochi insetti 77 che sopravvivono sulle piante Bt, per dare origine agli insetti »s che saranno
uccisi dall’alta dose di tossina. Dimensioni e posizione dei rifugi dipenderanno, caso per caso,
dal tipo d’insetto bersaglio, dai suoi movimenti, dalle modalita di ovodeposizione, dai
comportamenti riproduttivi e dalla sua distribuzione a livello locale. Solo una piccola parte
dell’entomofauna ¢ stata finora esposta a Bt e per questa ragione sono necessari molti studi per
valutare a pieno gli effetti delle piante Bt nei nostri habitat.

Il primo regolamento EPA si applicava al cotone e prevedeva un’area rifugio pari al 4%
dell’area totale coltivata, in assenza di trattamenti e del 20% in caso di trattamento con
insetticida (508). Questa scelta derivava dal fatto che i pesticidi convenzionali uccidono circa
1’80% degli insetti, per cui i due tipi di rifugio avrebbero prodotto lo stesso numero d’insetti
suscettibili. Sebbene sia le osservazioni di laboratorio che quelle condotte in campo aperto in
varie parti del mondo avessero dimostrato che la frequenza naturale della resistenza a Bt nelle
popolazioni dei diversi parassiti fosse piuttosto bassa (<10) e tale da giustificare la strategia dei
rifugi (509-513), ricercatori (514), ambientalisti (515) e I’industria (516) chiesero un aumento
delle superfici dedicate a rifugio. Cosi, nel 2001, ’EPA stabili che nelle aree coltivate a mais Bt,
le aree rifugio dovevano essere il 20%, mentre in presenza di cotone Bt, tali aree dovevano
aumentare al 50%.

L’unico modo per verificare 1’adeguatezza della strategia “alta dose/rifugio” ¢ quella di
applicarla su larga scala, in parallelo ad aree di controllo che non la utilizzano. Naturalmente
considerazioni etiche ed economiche rendono impossibile questo tipo di esperimenti, che
implicherebbero il rilascio e 1’osservazione del comportamento nel tempo di insetti con alleli
resistenti.

Shelton e collaboratori hanno aggirato questo problema, analizzando il comportamento in
campo aperto di Plutella xylostella su broccoli Bt, coltivati nella parte nord dello Stato di New
York, dove I’insetto non sopravvive durante I’inverno (517). In questo esperimento furono
rilasciati insetti con una frequenza elevata di resistenza. Sebbene non sia stato possibile analizzare
la strategia dei rifugi nel suo complesso, ¢ stato possibile esaminare alcuni aspetti pratici coinvolti
nella realizzazione del rifugio. In particolare & stato osservato che il rifugio non puo essere
preparato utilizzando una miscela di semi Bt e non-Bt perché le larve si spostano da una pianta
all’altra diminuendo il numero di larve che sfuggono all’impatto selettivo della tossina. Questo
approccio puo essere adottato solo per Pectinophora gossypiella, le cui larve non si muovono da
una pianta di cotone ad un’altra, ma non per la piralide. Un altro importante risultato di questo
esperimento ¢ stato la comparazione tra rifugi trattati con insetticida e non trattati, entrambi con
una superficie pari al 20% dell’area coltivata. I risultati ottenuti indicano che i rifugi non trattati
provocano un adattamento piu rapido dell’insetto a Bt, rispetto ai rifugi trattati.

L’Unione Europea ha adottato un protocollo per la sorveglianza della comparsa delle
resistenze nella piralide del mais (Ostrinia nubilalis), diffusa nell’Italia settentrionale e centrale,
e nella Sesamia nonagrioides, diffusa nell’ltalia centrale e meridionale (518). L’EPA ha
pubblicato le specifiche cui devono rispondere i rifugi strutturati per mais e cotone (519).
L’International Rice Research Institute (IRRI) ha raccomandato [’uso di questa strategia anche
per le coltivazioni di riso (520).

Per quanto riguarda le falene, il livello di danno nei campi non-Bt rimarrebbe invariato, o
diminuirebbe, dopo I’introduzione di campi della stessa cultivar Bt. Infatti, questi insetti non
hanno preferenze su dove depositare le loro uova (non vi ¢ evidenza che sappiano distinguere

162



Rapporti ISTISAN 16/34

una pianta Bt da una non-Bt) (521, 522) mentre, in alcuni casi, dopo I’inizio dell’alimentazione,
le larve si allontanano dalle piante Bt piu rapidamente che dalle piante non-Bt (523), anche se
poche larve sono in grado di spostarsi da un campo ad un altro (524). Le falene adulte sono
invece buone volatrici e capaci di muoversi da un campo all’altro; molte di quelle che emergono
da un campo non-Bt si disperderanno, deponendo le loro uova, anche sui campi Bt. Al contrario,
poche falene emergeranno dai campi Bt e si sposteranno verso i campi non-Bt. Come
conseguenza di questo fenomeno, la quantita di danni nei campi non-Bt diminuira se la maggior
parte dei campi saranno seminati con piante Bt. Questa diminuzione del danno nei rifugi,
definita “effetto alone”, ¢ stata osservata sia sui cavoli (521) che sul mais (525). In Cina, la
presenza di cotone Bt ha portato ad una minore infestazione delle altre piante non transgeniche
coltivate vicino (526). L’effetto alone ¢ stato confermato anche dall’osservazione degli stessi
insetti che esposti in serra a Bt sviluppano notevoli resistenze (527-531).

Nel 2007, ’EPA, ha cambiato di nuovo strategia per quanto riguardava i rifugi da utilizzare
nei campi di cotone GM, che esprimeva le due tossine Cry2Ab e CrylAc (532), combinazione
particolarmente efficace perché le piante che producono Cry2Ab uccidono anche gli insetti
resistenti a CrylAc (533, 534). Nel 2006 nel Sud Est degli Stati Uniti e in parte del Texas, il
cotone Monsanto, esprimente le due tossine era coltivato, su piu di un milione di ettari. Mentre
per il cotone che esprimeva solo la tossina CrylAc veniva mantenuta la prescrizione di co-
coltivare zone rifugio di cotone non transgenico, per il cotone esprimente le due tossine, I’EPA
accettd la proposta di Monsanto di coltivare nel campo altre piante o infestanti, diverse dal
cotone, che fornivano rifugi sufficienti a rallentare la comparsa di resistenze. Infatti, era stato
dimostrato che nei campi coltivati con mais non-Bt, vicini a campi coltivati con mais Bt
I’infestazione di larve di piralide diminuiva di circa il 50% se paragonata a quella presente in
campi lontani dal mais Bt (535).

La strategia dei rifugi si ¢ dimostrata efficace perché, dieci anni dopo la commercializzazione
del cotone e del mais Bt, uno studio su 11 lepidotteri ha dimostrato che questi rimangono
largamente suscettibili alla tossina (536). In campo aperto ¢ stato, invece, riscontrato 1’evolversi di
resistenza per tre specie di falene: Spodoptera frugiperda, resistente alla tossina CrylF del mais
Bt, in Porto Rico; Busseola fusca, alla tossina CrylAb del mais Bt, in Sud Africa; Helicoverpa zea,
alle tossine CrylAc e Cry2Ab del cotone Bt, nel sud est degli USA. I risultati di campo, coerenti
con le previsioni teoriche, suggeriscono che la resistenza sia recessiva e che i rifugi di grandi
dimensioni possono essere forniti dalle coltivazioni di piante non Bt limitrofe.

Il monitoraggio costante insieme all’adozione di appropriate tecniche di gestione
aumenteranno sicuramente la durata delle piante insetticida, tuttavia, il limite di questa strategia
¢ la volonta dell’agricoltore di conformarsi alle prescrizioni per la realizzazione dei rifugi stessi.

Per superare questo limite ¢ stata messa a punto una strategia alternativa utilizzando insetti,
resi sterili, rilasciati nei campi in assenza di rifugi. Simulazioni al computer mostrano che
questo approccio funziona in linea di principio sia contro i parassiti con alleli di resistenza
recessivi sia contro quelli con alleli dominanti. In Arizona, una distribuzione in campo aperto e
su larga scala, durata quattro anni, d’insetti sterili ha lasciato invariata la resistenza a Bt del
verme rosa del cotone (Pectinophora gossypiella) riducendo questa popolazione del >99%,
eliminando cosi la necessita di usare zone rifugio spruzzate con insetticida (537).

10.4.1. 1l caso della farfalla monarca

La farfalla monarca (Danaus plexippus) ¢ molto popolare negli USA, per la sua bellezza, per
la facilita di allevarla in casa o in ambienti scolastici € per le sue notevoli capacita migratorie
(per ulteriori approfondimenti consultare: http://www.monarch-butterfly.com). E probabilmente
la farfalla piu conosciuta di tutto il Nord America ¢ I’insetto nazionale degli Stati dell’ Alabama,
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Idaho, Illinois, Texas ed ¢ la farfalla nazionale del Minnesota, Vermont e West Virginia. Nel
1989, ¢ stata nominata “insetto nazionale” degli Stati Uniti d’America e “insetto nazionale” del
Canada.

Questa farfalla non resiste alle temperature invernali delle pianure degli Stati Uniti per cui
I’ultima generazione (variano da 4 a 5 durante la stagione estiva) ad ottobre, migra per svernare
in Messico, compiendo un tragitto di circa 4000 km.

Una volta raggiunto il Messico, la farfalla sverna nelle foreste di Abies religiosa (Abete
sacro) presenti per la maggior parte nello Stato di Veracruz ad un’altitudine di 2000-4000 m,
dove si concentrano oltre 14 milioni di farfalle in un ettaro e mezzo di superficie. Le farfalle
degli Stati Uniti occidentali raggiungono alcune zone montuose della California tra San
Francisco e Los Angeles, dove trascorrono l’inverno in uno stato di semi-ibernazione
aggrappate a decine di migliaia ai tronchi e ai rami degli alberidi eucalipto.

Nella primavera successiva, dopo gli accoppiamenti, gli individui di entrambi i sessi iniziano
il viaggio di ritorno, durante il quale alcune femmine si fermano a deporre le uova; in alcuni casi
¢ la generazione successiva a completare il viaggio, ricolonizzando le regioni piu settentrionali.
Le farfalle che hanno svernato devono tornare indietro, perché in Messico non nasce la
Asclepias syriaca che ¢ ’'unico alimento delle larve. D. plexippus non ¢ presente in Italia, ma in
Sicilia sono state osservate alcune colonie di farfalla monarca africana, D. chrysippus.

John Losey, entomologo della Cornell University, scateno una controversia mondiale con la
pubblicazione di una breve nota sulla morte di alcune larve di farfalla monarca alimentate con
foglie di Asclepias syriaca, impolverate con polline di mais Bt (538). Questo lavoro diede
origine ad una copertura mediatica internazionale senza precedenti che trasformo la farfalla
monarca nel simbolo drammatico dei rischi posti dalle piante transgeniche.

Le larve di farfalla monarca si alimentano normalmente con le foglie di A. syriaca (in
italiano erba bambagia, in inglese milkweed) che cresce spontaneamente ai margini dei campi di
mais: foglie rifiutate invece dalle larve di piralide. A. syriaca ¢ tossica perché le foglie
contengono alcaloidi della famiglia della stricnina, tanto che gli Indiani americani ne ricavavano
il veleno per le punte delle frecce. Losey, dopo aver bagnato le foglie, le spruzzo con il polline
di due mais uno Bt (Novartis N4640) e 1’altro un ibrido non modificato, in modo da ottenere +
la densita del polline, osservata in campo aperto; depose, poi, 5 larve di farfalla monarca su
ciascuna foglia della pianta e osservo che un po’ meno della meta delle larve alimentate con le
foglie spruzzate con il polline Bt moriva dopo 4 giorni, a differenza di quelle esposte al polline
dell’ibrido non transgenico.

Contemporaneamente in un altro esperimento, Jesse e Obrycki misero dei vasi contenenti
delle piante di A. syriaca all’interno di campi di mais GM, nel periodo di rilascio del polline e,
dopo I’esposizione le trasportarono in laboratorio con il polline depositato naturalmente; anche
in questo caso osservarono un effetto letale sulle larve di monarca (539).

Non appena fu a conoscenza dei risultati di questi lavori, la Union of Concerned Scientist
(UCS) inizio a rilasciare comunicati stampa fino a quando tutti i gruppi ambientalisti si unirono
al coro di proteste contro il mais Bt per 1’alto rischio che la sua coltivazione rappresentava per le
farfalle monarca.

In questo caso, I’informazione dell’UCS cred una forte sensibilizzazione e fece si che la
notizia della morte della farfalla monarca facesse rapidamente il giro del mondo. La verifica dei
risultati, ottenuti da Losey e Obrycki, fu particolarmente urgente perché stava per scadere il
permesso quinquennale rilasciato dall’Environmental Protection Agency (EPA) per la
coltivazione negli USA di alcuni mais Bt.

L’EPA chiese all’industria di fornire i dati necessari per verificare in campo aperto i risultati
ottenuti in laboratorio. Sotto gli auspici dello United States Department of Agriculture fu creato
un consorzio pubblico/privato, composto da membri delle Universita, dell’industria e dei gruppi
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ambientalisti come 1’UCS, per definire le ricerche da fare. Il consorzio identifico 5 obiettivi di
ricerca a breve termine:

— determinare se i campi di mais erano necessari per la sopravvivenza delle popolazioni di

farfalla monarca;

— definire come le larve reagivano a differenti concentrazioni di polline Bt;

— determinare la distribuzione e I’abbondanza di 4. syriaca;

— determinare la distribuzione geografica della farfalla, la sua numerosita e la sua

sopravvivenza in campi di mais Bt e non Bt;
— verificare se i fenomeni osservati in laboratorio fossero presenti anche in campo aperto.

Nell’estate del 2000, una squadra di 26 scienziati, compresi Losey e Obrycki, condusse le
ricerche previste e al loro completamento, il consorzio si riuni per valutare e interpretare i dati
decidendo di pubblicare sei lavori nella rivista Proceedings of the National Academy of Sciences
(PNAS), in modo che i risultati fossero esaminati da valutatori indipendenti. Gli scienziati,
proprio per non precludersi la possibilita di pubblicare i risultati ottenuti, acconsentirono a che
I’industria presentasse per prima i risultati al’EPA; tuttavia 1’industria li presentd come
Confidential Business Information (CBI), in modo tale che i risultati erano protetti dalla legge
che vieta la possibilita di renderli pubblici. Questa richiesta origind subito un conflitto perché
I’EPA prima di prendere qualunque posizione avrebbe dovuto comunque consultare il pubblico.
Fu raggiunto pertanto un compromesso in base al quale, a partire dal 24 agosto 2001, la
documentazione, fornita dall’industria, fu resa disponibile in 10 sale di lettura distribuite nel
Paese e il pubblico fu invitato a consultare i dati e a commentarli, senza rimuovere il materiale
dalle sale di lettura.

E interessante notare come pochissimi si avvalsero di tale facolta, solo Greenpeace e
I’Hudson Institute (‘“a nonpartisan policy research organization dedicated to innovative research
and analysis that promotes global security, prosperity, and freedom™) frequentarono le sale di
lettura.

Contemporaneamente I’EPA chiese a PNAS di accelerare la pubblicazione dei risultati, cosa
che PNAS fece sul proprio sito web il 14 settembre 2001.

I sei studi pubblicati dimostrarono che non vi erano in concreto rischi per le larve di farfalla
monarca perché il polline non ¢ tossico alle concentrazioni presenti in campo aperto (540-545).
Solo il polline dell’evento 176 della Novartis (oggi Syngenta) danneggiava alcune larve a causa
della concentrazione di tossina nel polline. Questo tipo di mais, tuttavia, fu ritirato dal
commercio perché la quantita di tossina espressa nel gambo e nelle foglie della pianta non era
sufficiente a contrastare le larve di piralide.

Nel caso dell’altro evento studiato il Bt 11, 1.000 granuli di polline per cm? di foglia di A.
syriaca non causavano alcuna mortalita; a concentrazioni piu alte pari a 4000 granuli per cm® la
superficie delle foglie trattate era cosi polverosa che le larve non mangiavano. Inoltre, in campo
aperto, il numero medio di granuli di polline trovato variava da un minimo di 150 granuli/cm’
ad un massimo di 1500 granuli/cm®. La percentuale di larve che puo incontrare foglie con
densita di granuli di polline superiore a 1.000 per cm” & solo dello 0,007%.

Questi risultati furono poi ignorati dai mezzi di comunicazione di massa, a seguito
dell’attacco alle Torri gemelle di New York avvenuto 1’11 settembre 2001 e vennero
commentati solo dai ricercatori interessati a questi studi (546-549).

Un altro interrogativo venne successivamente sollevato da Oberhauser, Obryccki, Losey e
Jesse in una lettera all’EPA nella quale veniva formulato un possibile effetto delle antere sulle
larve di monarca, ed effettuata la richiesta di ri-autorizzare il mais Bt, solo per un anno, per
eseguire ulteriori ricerche. L’antera, parte terminale degli stami che producono il polline, ¢ piu
tossica del polline stesso ed era noto che alcune larve di monarca sono in grado di cibarsene,
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cosi I’EPA, il 16 ottobre 2001, autorizzo la coltivazione di 5 mais Bt per soli 5 anni, mentre
I’autorizzazione precedente era a tempo indeterminato.

Le verifiche in campo aperto dimostrarono che la presenza di antere tossiche sulle foglie di
A. syriaca € poco comune, sia all’interno dei campi di mais che nelle loro vicinanze (in media ¢
possibile trovare da 3 a 5 antere per foglia). L’esposizione forzata, in laboratorio, delle larve a 5
antere per foglia non aveva alcun effetto sulla crescita sviluppo e sopravvivenza delle larve
(550). L’esposizione a lungo termine era associata ad un aumento della mortalita dello 0,6%
(551). Inoltre, sia uno studio che combinava 1’esposizione delle antere tossiche con il polline Bt,
sia uno studio sul comportamento delle larve in presenza di antere Bt, dimostrarono che le larve
si spostavano in modo da evitare le antere, per cui mangiavano meno e si sviluppavano in
ritardo (552, 553). Gli autori di questo complesso di studi concordarono sul fatto che il mais Bt
non rappresentava un rischio significativo per la farfalla monarca.

10.4.2. Il caso del cotone indiano

Il caso del cotone Bt indiano merita un commento particolare perché fin dall’approvazione
alla coltivazione (nel 2002) da parte del Governo, questa pianta ¢ stata accompagnata dalla
diceria che avrebbe fatto aumentare il numero dei suicidi tra gli agricoltori indiani. La stessa
Vandana Shiva, nota ambientalista indiana, il 4 marzo 2010, dichiarava a La Stampa che il
risultato della coltivazione di PGM aveva contribuito a circa 200.000 suicidi in 10 anni. Eppure
fin dal 2008, uno studio dell’ International Food Policy Research Institute aveva dimostrato che
I’introduzione del cotone Bt non aveva avuto alcuna influenza sui suicidi degli agricoltori
indiani (554). Nella realta, infatti, i suicidi sono molto frequenti ma legati alle condizioni socio-
economiche degli agricoltori. I1 60% delle famiglie di agricoltori, che sono 90 milioni, possiede
meno di 1 ettaro di terreno coltivabile e solo il 5% possiede piu di 5 ettari (555), ed € in grado di
ricavare piu delle spese di coltivazione. Il 95% delle famiglie agricole, quindi, non ricava dalla
terra di che vivere. A questa situazione di stress economico si aggiunse il comportamento
disonesto dei rivenditori locali di semi. I semi transgenici costavano cinque volte di piu dei semi
convenzionali, il che indusse i distributori locali a vendere miscele di semi transgenici e
convenzionali a prezzi piu bassi. Questo fatto e la mancanza di informazioni su come usare i
nuovi semi ha portato a perdite di raccolto; fenomeno che ha aggiunto nuovo stress agli
agricoltori che gia sono vittime di pratiche di prestiti esosi.

Piu recentemente ¢ circolata sul web la notizia che nello stato indiano dell’ Andra Pradesh, le
pecore, che brucavano i residui delle coltivazioni di cotone Bt, morivano. Un’indagine condotta
per conto del Governo dal Centre for Animal Disease Research and Diagnosis e dal Genetic
Engineering Approval Committee non ha trovato alcuna evidenza che la tossina Bt fosse
responsabile della mortalita delle pecore, probabilmente dovuta a qualche agente infettivo.
Infatti, assumendo per la tossina Cryl A, espressa nel cotone indiano, come limite di sicurezza il
NOAEL, che ¢ di 4.200 mg/kg di peso corporeo (capitolo 5 sulla tossicitd), una pecora del peso
di 15 kg dovrebbe mangiare per raggiungere tale livello di esposizione ben 24.329 kg di foglie o
50.300 kg di fiocco di cotone, secondo le concentrazioni medie di tossina misurate (348, 556).

Nonostante le evidenze scientifiche contrarie, queste due notizie continuano ad essere
ripetute acriticamente nei media e a circolare nel web.

In India, invece, dalla prima approvazione di tre eventi di cotone Bt e la coltivazione di circa
30.000 ettari nel 2002 si ¢ passati all’autorizzazione di 6 eventi e alla coltivazione di 8,4 milioni
di ettari (81% della superficie coltivata a cotone) nel 2008 (556), ¢ al 90% nel 2010 (555). E
interessante notare che due di questi eventi sono frutto della ricerca indiana, il primo,
denominato Bikaneri Nerma, ¢ stato realizzato da un’istituzione pubblica il Central Insitute for
Cotton Research, il secondo, denominato NHHH-44 da un’impresa indiana la Metahelix Life

166



Rapporti ISTISAN 16/34

Sciences. Questo aumento nell’uso di ibridi Bt dimostra che questi geni sono stati inseriti in
molte linee diverse di germoplasma, rendendo cosi insignificante 1’erosione della biodiversita e
che gli agricoltori indiani sono consapevoli dei benefici derivanti dall’impiego del cotone Bt.

10.5. Conclusioni

Gli insetticidi Bt, se paragonati con gli insetticidi chimici, sono piu vantaggiosi in termini di
sicurezza, specificita, potenza e biodegradabilita (557). Questi vantaggi sono effettivi solo
quando la tossina ¢ presente sugli organi delle piante di cui si cibano gli insetti dannosi. In
generale, gli spray, a base di Bt, si applicano quando compaiono le prime larve, perché le larve
piu vecchie sono piu tolleranti alla tossina. Gli spray persistono solo per pochi giorni sulla
superficie delle foglie perché gli UV, il clima e I’ambiente chimico della foglia portano alla
degradazione delle proteine Cry. E notevole il fatto che in piti di 50 anni d’impiego, la tossina
Bt si sia rivelata il prodotto microbiologico piu sicuro, tanto che ¢ stato descritto soltanto un
caso di danno, con I’identificazione di spore Bt nell’ulcera corneale di un agricoltore la cui
faccia era stata spruzzata con il preparato commerciale Dipel (558).

La sicurezza d’uso delle tossine Bt ¢ anche documentata dalle prove sugli animali. I topi di
laboratorio sopravvivono a iniezioni sottocutanee di 10° spore e alla somministrazione
intranasale di 10 spore, via di somministrazione in cui si osserva una minima mortalita con una
dose di 10° spore (559). Queste dosi, rapportate al peso corporeo, corrisponderebbero a 10"
spore nel caso dell’uomo, un miliardo di volte la concentrazione che si osserva in campo aperto
dopo I’irrorazione con preparati Bt.

La soluzione al problema della degradabilita della tossina in campo aperto ¢ stata data dallo
sviluppo di piante transgeniche che la contenevano. In piu di 20 anni di rilasci sperimentali e 10
anni di commercializzazione dei mais Bt non sono ancora stati osservati effetti nocivi a lungo
termine, cid0 nonostante vi ¢ ancora un vivace dibattito tra gli scienziati su quali tipi di
esperimenti diano una piu accurata valutazione d’impatto ambientale (560-568), tanto che
I’EFSA ha rivisto le linee guida per la valutazione dell’impatto delle PGM sugli organismi non
bersaglio (569).

Va ricordato, a questo proposito, che una meta-analisi condotta su osservazioni sperimentali
in campo ha dimostrato che gli effetti degli insetticidi chimici sono molto piu significativi di
quelli delle piante Bt (567) e che la coltivazione di cotone resistente agli insetti induce le
femmine di falena a deporre le uova su altre piante (570). La maggioranza delle falene avra,
come conseguenza, una composizione genetica che le indurra ad evitare di deporre le uova sul
cotone. Il cotone restera cosi libero dagli insetti che non svilupperanno resistenze, andando a
vivere altrove.

Tutti gli insetticidi creano una pressione selettiva sulle popolazioni bersaglio e il
meccanismo d’azione della tossina, cio¢ il legame ad un recettore delle cellule epiteliali
intestinali, rappresenta un’opportunita per gli insetti bersaglio di sviluppare resistenze. La prima
osservazione in materia ¢ stata fatta nelle Hawaii, dove dal crescione, spruzzato ripetutamente
con Bt. ¢ stato isolato il lepidottero resistente Plutella xylostella (501).

Esperimenti di laboratorio hanno prodotto molte specie resistenti a Bt, il che suggerisce che
I’uso intensivo di una singola proteina Cry possa portare all’evoluzione di resistenze, considerato
che le stesse specie non avevano mostrato tale evoluzione della resistenza in campo aperto (571).
Tuttavia, lo studio di popolazioni di insetti in USA, Australia, Cina ed Europa, effettuato nelle
aree di coltivazione di piante Bt, ha portato all’isolamento di una sola specie resistente
(Helicoverpa zea) identificata in un numero limitato di siti in Arkansas e Mississipi (572).
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L’efficacia prolungata della prima generazione di piante Bt per piu di 15 anni contro tutte le
popolazioni bersaglio, ha superato anche le aspettative dei ricercatori che lavorano sulla
genetica di tali popolazioni (573). Sebbene questo risultato sia anche frutto dell’adozione della
strategia dei rifugi, 1’assenza di popolazioni resistenti, in natura, suggerisce che la resistenza
stessa penalizzi la numerosita dell’insetto in assenza della tossina (574).

Tuttavia, nella gestione di campi di piante resistenti agli insetti bisogna controllare anche
I’effetto di sostituzione, poiché ¢ possibile che 1’insetto bersaglio venga sostituito da una specie
che normalmente causa effetti minori. In Cina, dopo 10 anni di coltivazione del cotone
resistente a parassiti maggiori come la Helicoverpa armigera, nei campi di cotone transgenico si
¢ osservato un incremento nella popolazione dei miridi, un parassita occasionale del cotone
stesso (575). Prima dell’adozione del cotone transgenico, i pesticidi, usati per controllare il
verme rosa, uccidevano anche i miridi. L’infestazione dei miridi ¢ cresciuta in parallelo con
I’incremento della superficie coltivata a cotone Bt, per cui gli agricoltori hanno dovuto usare i
pesticidi sul cotone transgenico per controllare i miridi. I miridi sono diventati un parassita
maggiore ed hanno attaccato anche i datteri cinesi, la vite, le pesche e le pere.

11 calo nell’uso dei pesticidi sul cotone Bt porta ad un rovesciamento del ruolo ecologico del
cotone, da trappola dei miridi nei sistemi convenzionali, a responsabile dell’infestazione nei
campi di cotone Bt. Il monitoraggio successivo ha dimostrato, negli anni 2004-2006, che
I’aumento nel numero dei miridi era limitato alla meta dei campi sorvegliati e strettamente
legato alle condizioni locali di temperatura e piovosita (576). Anche le ricerche condotte in
Europa e in Nord Africa hanno portato alla conclusione che i danni, provocati dalla fitofagia
secondaria dei miridi predatori, sono in termini statistico-probabilistici poco significativi, a
fronte dei benefici che invece possono derivare dalla predazione (577). E interessante rilevare
che I’osservazione sui miridi ¢ stata fatta nella provincia Hebei nel nord della Cina, dove ¢ stato
raccomandato 1’uso dei rifugi non Bt, perché il cotone ¢ I'unico ospite del parassita del cotone
Pectinophora gossypiella, prevalente in tale provincia, mentrenelle altre regioni, in cui si coltiva
il cotone transgenico, altre piante coltivate possono costituire rifugio per il parassita maggiore
Helicoverpa armigera, il che semplifica la gestione dei campi coltivati a cotone Bt che vede
coinvolti circa 10 milioni di agricoltori (578). In queste ultime province, dopo 10 anni di
monitoraggio non si € riscontrata 1’insorgenza di resistenza dovuta al cotone Bt (579).

I risultati cinesi suggeriscono di integrare la tecnologia delle piante Bt con altre tattiche di
controllo degli insetti, come il controllo biologico, che insieme ai metodi colturali e a quelli
tradizionali di controllo degli insetti nocivi pud giocare un ruolo importante nel conservare la
suscettibilita degli insetti alle piante transgeniche (580-582), specialmente se 1’adozione delle
pratiche di lotta non sono adottate campo per campo ma a livello di territorio (583).

Ad esempio, in Australia, il controllo di Helicoverpa armigera ottenuto dal cotone Bt ¢
accompagnato dall’aratura per distruggere le pupe dell’insetto che hanno svernato e
dall’adozione di una finestra di semina molto stretta per evitare il numero di generazioni
successive possibili (581). In Arizona, insetti nocivi per la produzione di cotone, che non sono
influenzati dalla tossina Bt, sono controllati con 1’'uso di pesticidi a spettro ridotto, che
consentono la conservazione degli insetti benefici, mentre i miridi, come Lygus hesperus, sono
controllati con un inibitore dell’alimentazione (584).

Le piante transgeniche possono essere usate anche come trappole, quando si coltivano piante
non transgeniche (585). Inoltre, vi sono casi in cui la pianta transgenica, come ad esempio la
senape (Brassica juncea) Bt, ¢ preferita dalla Plutella xylostella per 1’ovideposizione rispetto al
cavolo e alle verdure a foglia verde, sebbene la pianta transgenica impedisca successivamente la
sopravvivenza delle larve (586). Questo sistema potrebbe essere molto vantaggioso nel Sud Est
Asiatico, dove sono coltivate circa 50 tipi di crucifere in aree compatte dove sono presenti
centinaia di piccole fattorie (0,5-2 ha).
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L’adozione di piante Bt favorisce anche gli agricoltori che non le usano, perché sopprimendo
il parassita principale, come ¢ avvenuto negli USA per quanto riguarda la piralide, riducono
I’infestazione. Analizzando la popolazione di piralide in 5 Stati si €, infatti, passati da una media
di 59 larve per 100 piante, prima dell’adozione del mais Bt, a 16 larve per 100 piante, dopo che
la superficie coltivata a mais Bt aveva raggiunto il 40% del totale (587).

Appare evidente come una gestione appropriata delle piante Bt debba essere assicurata
dall’autorita pubblica o dalla comunita e non dal singolo agricoltore, dovendo essere effettuata a
livello di territorio e non di singolo campo (588-593). Questo approccio ¢ indispensabile nei
Paesi in via di sviluppo, dove gli agricoltori coltivano poca terra e non hanno la flessibilita
economica necessaria per gestire individualmente la strategia dei rifugi (594).

Negli agrosistemi, funzioni chiave come 1’impollinazione, il controllo dei parassiti erbivori e
la fertilita del suolo sono dovuti agli organismi non bersaglio. E, percio, necessario che i gruppi
funzionali principali responsabili di tali eventi siano accuratamente studiati prima di fornire
I’autorizzazione alla coltivazione di piante GM (588-594).

L’insorgenza delle resistenze, oltre che con i rifugi, pud essere controllata facendo ricorso a
tossine geneticamente modificate (595). A favore dell’impiego della tossina Bt, sia come tale sia
inserita nella pianta, vi ¢ il fatto che questa ¢ 300 volte piu potente, su base molecolare, dei
piretroidi sintetici e 80.000 volte piu potente degli organofosfati. Per i primi vengono applicate
circa 1,2x10” molecole per ettaro, per i secondi ’applicazione ¢ di circa 1,6x10** molecole per
ettaro, mentre per ’applicazione della tossina sono sufficienti 10*” molecole per ettaro.

L’impiego di mais Bt da parte dell’agricoltura italiana, adottando le misure descritte,
potrebbe avere effetti positivi sia per quanto riguarda la resa produttiva (596) che la qualita del
prodotto piu salubre per la salute umana in quelle zone nelle quali il consumo di mais ¢
associato ai tumori oro-faringei (597, 598).
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11. RESISTENZA AGLI ERBICIDI

La resistenza € un carattere ereditario presente in alcuni individui di una specie vegetale; la
resistenza pud essere naturale o indotta da tecniche d’ingegneria genetica o di
incrocio/selezione. Viene definita resistenza agli erbicidi la capacita di una pianta di
sopravvivere e riprodursi perché non ¢ danneggiata da una dose di erbicida normalmente letale.
Il termine tolleranza agli erbicidi si riferisce, invece, alla capacita di una pianta di sopravvivere,
crescere ¢ riprodursi pressoché normalmente pur manifestando segni pit o meno evidenti
dell’azione fitotossica dell’erbicida a cui ¢ stata esposta. Spesso il termine resistenza e il termine
tolleranza sono usati come sinonimi per quanto riguarda le piante resistenti (HR per herbicide
resistant nella nomenclatura internazionale). Le piante resistenti agli erbicidi sono state
rapidamente adottate in agricoltura, in particolare quelle resistenti (tolleranti) al glifosato e
resistenti al glufosinato (1-5), erbicidi non selettivi efficaci su numerose infestanti a foglia larga
(dicotiledoni) o a foglia stretta (monocotiledoni).

11.1. Resistenza all’erbicida glifosato

Il glifosato (N-fosfometilglicina) viene, in genere, utilizzato nei frutteti o prima della semina
per liberare il terreno dalle infestanti. E I’unico erbicida che inibisce competitivamente 1’enzima
3-enolpiruvil-scichimato-5-fosfato sintetasi (EPSPS), che nei batteri e nelle piante, catalizza la
condensazione tra il fosfoenolpiruvato (PEP) e lo scichimato-5-fosfato, per formare il 3-
enolpiruvil-scichimato-5-fosfato, un prodotto intermedio della via biosintetica degli aminoacidi
fenilalanina, tirosina e triptofano. Il glifosato viene incorporato dall’EPSPS al posto del PEP,

bloccando cosi la biosintesi degli aminoacidi aromatici.

Le piante resistenti al glifosato sono state prodotte utilizzando geni in grado di assicurare il
funzionamento della pianta anche in presenza dell’erbicida, come il gene CP4, isolato da
Agrobacerium sp., ¢ il gene della glifosato ossidoreduttasi (GOX), isolato da Ochrobactrum
anthropi, che degrada il glifosato a gliossilato € ammino-metil-fosfonato (AMPA).

L’introduzione di soia, mais e cotone resistenti al glifosato ha profondamente cambiato, a
partire dal 1996, la gestione delle infestanti nei campi coltivati (7).

La soia resistente al glifosato, prodotta da Monsanto, ¢ stata rapidamente introdotta negli
USA e in Argentina, dove, nel giro di 4 anni (2), circa il 90% del suolo destinato a questa
coltivazione ¢ stato coltivato a soia HR. Analoga velocita d’adozione si ¢ verificata per la colza
(6).

Negli USA ¢ stata autorizzata anche la coltivazione dell’erba medica HR e sono in
sperimentazione altre piante HR come la cipolla (Allium cepa) il pisello (Pisum sativum) e
I’erba fienarola (Poa pratensis). Non viene invece coltivata la barbabietola da zucchero HR,
sebbene sia stata autorizzata, perché gli agricoltori temono che non sia accettata dalle industrie
saccarifere.

Gli erbicidi rappresentano oggi circa il 70% delle sostanze chimiche usate in agricoltura per
cui l’introduzione delle piante HR ha innescato una controversia sulla possibilita che la loro
adozione comporti un uso maggiore di erbicidi (7). La controversia ¢ stata alimentata
dall’assunto che un aumento nella quantita di sostanze chimiche equivalga ad un incremento del
danno ambientale e del rischio tossicologico, senza considerare che il rischio varia
considerevolmente da erbicida ad erbicida. Vandana Shiva, ambientalista indiana, sostiene che
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I’introduzione delle piante HR nei Paesi in via di sviluppo, dove la gestione delle infestanti ¢
effettuata con la rimozione manuale, porterebbe ad un aumento nell’uso degli erbicidi (8).
Questo evento potrebbe verificarsi se diminuisse il costo del glifosato, per la scadenza del
brevetto e, per concorrenza, quello degli altri erbicidi. Heimlich et al. Hanno, infatti, verificato
che, rispetto al glifosato, gli altri erbicidi sono tre volte piu tossici e persistono due volte piu a
lungo nell’ambiente (9) e anche se il glifosato viene impiegato in quantita elevate, € un erbicida
a basso rischio tossicologico e a basso impatto ambientale (10). Inoltre, I’introduzione della soia
HR ha portato, per anno, alla sostituzione di 3,27 milioni kg di altri erbicidi con 2,45 milioni di
glifosato (4, 11).

Il glifosato non ¢ comunque considerato un contaminante significativo, poiché non permane
nel suolo anche dopo un uso prolungato (12).

Studi effettuati su suoli coltivati con piante HR trattate con glifosato non hanno rilevato,
rispetto ai controlli, variazioni in densita di nematodi, biomassa microbica e respirazione del
suolo (13).

Analisi eseguite sulla rizosfera hanno invece mostrato variazioni nella popolazione
microbica del suolo associate alla coltivazione di piante transgeniche rispetto a coltivazioni non
transgeniche (14), evento temporaneo che non persisteva fino alla stagione di semina successiva
(15). Possiamo considerare questi effetti osservati sulla comunitd microbica del suolo come
transeunti ¢ molto piu variabili rispetto a quelli osservati su suoli trattati con altre pratiche
agronomiche (rotazione, aratura, altri erbicidi e irrigazione) (16-18).

Il glifosato non ha effetti sull’ambiente acquatico (19), dove la sua capacita di legare alcuni
ioni metallici ne riduce la biodisponibilita (20), tanto da essere autorizzato, negli USA, come
erbicida per questi ambienti. Non sono stati, inoltre, riscontrati effetti del glifosato sulla fauna
selvatica (21). Gli effetti sulla biodiversita vegetale sono illustrati nell’introduzione al capitolo 3
(“Ambiente™).

L’uso su larga scala del glifosato puo portare all’impossibilita di controllare tutte le specie di
piante infestanti, in particolare quelle appartenenti a biotipi con elevata resistenza al glifosato,
che andranno ad occupare nicchie ecologiche vacanti nell’agrosistema. Le infestanti possono
infatti sviluppare resistenza agli erbicidi (nel sito http://www.weedscience.org/in.asp sono
catalogate tutte le resistenze; ultima consultazione 16/4/2014) e questo processo viene
accelerato dall’uso continuato nel tempo di uno stesso prodotto (22, 23).

Poiché per produrre una pianta HR sono necessarie manipolazioni complesse, si riteneva
improbabile che la resistenza al glifosato potesse essere trasmessa alle infestanti. Oggi, invece,
vi sono infestanti che presentano tale resistenza, ma solo alcune di queste sono la conseguenza
della coltivazione di piante HR (Tabella 23).

La prima osservazione di resistenza al glifosato, sviluppata verosimilmente in seguito alla
coltivazione della soia HR, risale al 2001, negli USA, sulla saeppola Coryza canadensis (26). In
seguito, sempre associate all’impiego di piante HR, sono state trovate, negli USA, molte
infestanti dannose resistenti (Ambrosia artemisiifolia, I’Ambrosia trifida, I’ Amaranthus palmeri,
I’Amaranthus tuberculatus e varie specie di Conyza e Lolium), mentre in Argentina
comparivano resistenze nel Sorghum halepense, in Brasile nell’ Euphorbia heterophylla e in
Spagna in Conyza bonariensis, Conyza canadensis e Lolium multiflorum (27-30).

L’acquisizione della resistenza non ¢ dovuta al flusso genico e i meccanismi sono differenti
nelle diverse infestanti. Nel loglio italiano vi ¢ una mutazione puntiforme nell’amminoacido 106
del’EPSPS da prolina a serina (o treonina) che conferisce la resistenza al glifosato;
nell’amaranto vi ¢ un’amplificazione genica di EPSPS; nella saeppola 1’erbicida viene, invece,
inglobato nei vacuoli e non entra cosi in contatto con i cloroplasti (31, 32).

Studi effettuati sull’uomo sembrano mettere in evidenza possibili effetti patologici degli
erbicidi, e quindi anche del glifosato, sulla salute umana.
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Tabella 23. Infestanti che hanno sviluppato la resistenza al glifosato

Specie Nome italiano Anno prima  Paese
osservazione
Amaranthus palmeri amaranto 2005 USA (Georgia)
Amaranthus tuberculatus (syn. rudis)  amaranto 2005 USA (Missouri)
Ambrosia artemisiifolia ambrosia 2004 USA (Arkansas)
Ambrosia trifida ambrosia 2004 USA (Ohio)
2003 Sud Africa
2004 Spagna
Conyza bonariensis saeppola 2009 Brasile
2005 Israele
2006 Colombia
2007 USA (California)
2000 USA (Delaware)
2005 Brasile
Conyza canadensis saeppola 2006 Cina
2006 Spagna
2007 Repubblica ceca
Conyza sumatrensis saeppola 2009 Spagna
C . 2006 Paraguai
Digitaria insularis erba della pampa 5008 Bracile
Echinochloa colona giavone meridionale 2007 Australia
L . - 1997 Malesia
Eleusine indica gramigna indiana 5006 Colombia
Euphorbia heterophylla euforbia 2006 Brasile
Kochia scoparia granata comune 2007 USA (Kansas)
2001 Cile
2003 Brasile
Lolium multiflorum loglio italiano 2004 USA (Oregon)
2006 Spagna
2007 Argentina
Lolium perenne loglio perenne 2008 Argentina
1996 Australia
1998 USA (California)
Lolium rigidum loglio rigido 2005 Francia
2006 Spagna
2007 Italia
Parthenium hysterophorous cicutilla 2004 Colombia
Plantago lanceolata ﬁézr::%?lgsnzmore, lanciola, 2005 Argentina
Sorghum halepense sorgo selvatico, grano di Siria 2005 Argentina
Urochloa panicoides pasto africano 2008 Australia

In particolare, ¢ stata descritta una possibile associazione tra 1’esposizione delle gestanti e la
presenza di malformazioni nel neonato, in un’area dell’Uruguay, dove ¢ coltivata la soia
resistente al glifosato (33). Tuttavia, gli stessi autori non precisano se gli effetti siano dovuti al
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glifosato o alle altre sostanze chimiche impiegate. Studi precedenti, condotti negli USA, sulle
famiglie di agricoltori che utilizzavano il glifosato, avevano rilevato la presenza dell’erbicida
nelle urine degli operatori agricoli il giorno successivo al suo impiego, ma non in quelle dei
familiari (34). Le concentrazioni di glifosato nelle urine erano strettamente correlate agli altri
componenti della formulazione commerciale usata (35). Una correlazione analoga tra eccipienti
della formulazione e tossicita in vitro ¢ stata osservata in cellule di epatociti umani in coltura
(36).

In seguito ad uno studio effettuato su embrioni di rana allo stadio di due cellule e uova di
pollo fecondate iniettate con glifosato, ¢ stato attribuito all’erbicida il ruolo di distruttore
endocrino (37). Rita Levi Montalcini fin dai primi anni ‘50 ha dimostrato che questa via di
somministrazione ¢ in grado di provocare malformazione negli embrioni anche quando si
iniettano sostanze innocue.

Le conclusioni di questo lavoro sugli embrioni sono risultate comunque irrealistiche sia a
causa delle alte dosi e della via di somministrazione impiegata, sia per alcune incongruenze
sperimentali.

11 glifosato, risulta comunque essere tossico per pesci e invertebrati acquatici (38,39) ed ¢
leggermente dannoso per alcuni insetti benefici, predatori e parassitoidi (40). Nel ratto, il
glifosato induce un ritardo nello sviluppo embrionale dello scheletro (41) ed ha effetti negativi
sul sistema riproduttivo (42). Effetti negativi sono stati osservati anche su cellule umane di
placenta in coltura (43) e su cellule umane embrionali (44). Questi risultati erano perd piu
influenzati dalla formulazione dell’erbicida che dalla concentrazione del principio attivo (45).

Ad oggi, tutti gli studi tossicologici effettuati sul glifosato confermano le conclusioni degli
organismi regolatori (FDA ed EFSA) secondo le quali tale composto non ¢ teratogeno e non ha
effetti sullo sviluppo.

11.2. Resistenza all’erbicida glufosinato

In risposta al successo commerciale delle piante Roundup Ready (si dicono Roundup ready,
abbreviato RR, le colture geneticamente modificate al fine di tollerare gli erbicidi a base di
glifosato) di Monsanto, la Bayer Crop System ha prodotto piante transgeniche di mais, cotone €
colza resistenti all’erbicida glufosinato (prodotti commerciali Basta, Rely, Finale, Ignite,
Challenge e LibertyLink) impiegato in dosi massicce, nei bordi delle strade, nei parchi, negli
orti, nelle colture di mais, nei filari delle viti e nei frutteti.

Il glufosinato ¢ la versione sintetica della fosfinotricina, un composto naturale isolato dallo
Streptomyces hygroscopicus. La fosfinotricina impedisce la reazione tra ione ammonio e il
glutammato, catalizzata dall’enzima glutammina sintetasi, per formare la glutammina,
precursore di molte vie metaboliche, alcune delle quali vitali per la fotosintesi. Il gene che
conferisce la resistenza alla fosfinotricina, bar o pat, isolato da Streptomyces sp., acetila la
fosfinotricina rendendo inattiva, nella pianta che contiene tale gene, la via metabolica della
glutamina.

Il glufosinato, diversamente dal glifosato, ¢ un erbicida di “contatto” il cui effetto ¢ limitato
alle parti della pianta irrorate (46) e, non traslocando nelle radici, ¢ inefficace contro le
infestanti perenni.

Il glufosinato ha un’emivita relativamente bassa, permanendo nell’ambiente da 3 a 10 giorni
(47) per poi essere degradato prima in due intermedi metabolici, 1’acido 3-metilfosfinil-
propionico (MPPA) e I’acido 2-metilfosfinil-acetico, e infine a CO, Questa degradazione rapida
fa si che il glufosinato e il MMPA non percolino nei suoli al di sotto dei 10 cm (48). Il
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glufosinato ¢ assorbito fortemente dalle particelle del suolo per cui, pur essendo solubile in
acqua, la sua concentrazione nelle acque superificiali ¢ un decimo di quella degli altri erbicidi,
impiegati nelle stesse condizioni (49).

Riguardo agli effetti sul suolo sono state descritte piccole e non significative modificazioni
nelle comunitd microbiche delle rizosfera che risultano transeunti in caso di coltivazione di
piante non transgeniche e presenti, invece, anche nella senescenza, in caso di piante
transgeniche (50).

Ad oggi, non sono stati descritti casi di resistenza al glufosinato da parte delle infestanti,
mentre sono stati descritti effetti negativi sia per il glifosato che per il glufosinato, legati alla
deriva degli erbicidi sui campi vicini a quelli trattati (51, 52).

Negli animali da laboratorio il glufosinato, dopo somministrazione orale o esposizione
cutanea ha determinato sia effetti neurotossici (53) sia teratogeni (54, 55). L’MPPA, metabolita
del glufosinato, ¢ stato ritrovato invece nel sangue e nel cordone ombelicale di donne gravide
(56) rafforzando 1’allarme sul potenziale teratogeno del glufosinato (57), anche se lo studio non
analizza le diete delle gestanti e non chiarisce I’origine dell’erbicida.

A fronte di queste evidenze il 13 gennaio 2009, su proposta dell’agenzia chimica svedese
(Kemikalieinspektionen, KEMI), il Parlamento europeo ha vietato 1’uso del glufosinato in
Europa a partire dal 2017.

11.3. Resistenze multiple

La trasmissione di un transgene per la resistenza ad un erbicida attraverso 1’incrocio
occasionale con piante transgeniche sessualmente compatibili, ¢ uno dei rischi piu temuti.
Spesso di questo evento sono responsabili i ricacci, cio¢ le piante che emergono dai semi o da
parti di piante transgeniche resistenti rimasti nel terreno dalla coltivazione precedente.
L’eliminazione dei ricacci resistenti richiede, in genere, I’applicazione di un altro prodotto o di
miscele di piu prodotti, e quindi un incremento nell’impiego degli erbicidi (59).

Incroci occasionali possono determinare anche molto rapidamente la trasmissione di geni di
resistenza tra piante transgeniche e infestanti selvatiche sessualmente compatibili, come nel caso
della colza (Brassica napus) transgenica; fenomeno che si ¢ verificato in Canada negli anni
novanta. Incroci casuali e ripetuti tra infestanti e piante di colza transgenica con resistenze
diverse (glufosinato, imidazilinone, glifosato), coltivate in campi limitrofi e tempi diversi,
hanno portato allo sviluppo di alcune piante di colza con triplice resistenza (60). Studi
pluriennali hanno dimostrato che le resistenze multiple sono comuni alle condizioni colturali
adottate in Canada (61-63).

Sebbene le circostanze che hanno dato origine alla triplice resistenza siano piuttosto inusuali,
¢ necessario variare regolarmente le tecniche di controllo erbicida/infestante per evitare la
comparsa di ricacci che possono divenire infestanti a loro volta.

11.4. Resistenza agli erbicidi: il caso del Brasile

Gli agricoltori dello stato brasiliano Rio Grande do Sul, iniziarono a coltivare la soia
Roundup Ready della Monsanto, nel 1998, importando clandestinamente i semi transgenici
dall’ Argentina. Le autorita locali e federali cercarono di fermare la coltivazione non autorizzata
ma ’adozione della soia transgenica da parte degli agricoltori fu cosi rapida da costringere il
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governo ad autorizzarne la coltivazione. Il Brasile, oggi, ¢ il secondo produttore mondiale di
soia transgenica, alla quale € dedicato circa 1’85% della superficie coltivata.

Il caso della soia, specie autogama, ¢ particolare rispetto ad altre piante, perché i semi
raccolti possono essere utilizzati per la produzione degli anni successivi. Al contrario del mais,
specie allogama, i cui semi, raccolti dagli ibridi, se piantati, perdono il vigore necessario a dare
un buon raccolto.

Per questo motivo, Monsanto ha chiesto e ottenuto che gli agricoltori brasiliani le paghino il
2% dell’ammontare delle loro vendite a titolo di royalties. Si tratta, di fatto, di una tassa privata
sulla produzione, in contrasto con il “farmer’s right” sancito dai trattati internazionali, quali, ad
esempio, la Convenzione sulla Biodiversita. Per tale motivo, 5 milioni di agricoltori brasiliani
hanno chiesto alla Monsanto la restituzione delle royalties incassate. Il giudice di prima istanza
ha dato loro ragione, ordinando alla Monsanto di rifondere le royalties fino ad un massimo di 2
miliardi di dollari. Monsanto ha presentato appello davanti alla corte federale, ma sta anche
negoziando un compromesso con le imprese esportatrici di soia.

11.5. Conclusioni

La rapida diffusione della tecnologia HR non ¢ stata accompagnata da adeguate misure di
sostegno della tecnologia stessa, come ¢ stato dimostrato dal rapido diffondersi delle infestanti
resistenti al glifosato (64-67).

Il National Environmental Research Institute del Governo danese, ha osservato che
un’appropriata gestione nell’impiego glifosato nella coltivazione della barbabietola da foraggio
ha determinato un aumento della biodiversita vegetale e animale rispetto ai trattamenti
convenzionali (67, 68).

Preoccupante ¢ il rischio d’introgressione del transgene in piante correlate a causa degli
effetti negativi sulla diversita genica. La pressione esercitata dall’uso massiccio del glifosato,
richiederebbe ’adozione di adeguate strategie di gestione delle infestanti per garantire un futuro
all’impiego di questa tecnologia (69-74) sempre che nuovi studi non mettano in discussione la
sicurezza d’uso del glifosato. La comparsa d’infestanti resistenti al glifosato pud portare
comunque ad un maggior consumo dell’erbicida, come confermato da analisi effettuate negli
USA (75).

La gestione delle infestanti potrebbe essere eseguita con una rotazione delle coltivazioni,
poiché glifosato e glufosinato hanno un’attivita residua molto bassa. Nel caso della soia HR si
possono usare nella rotazione erba medica, trifoglio, cetrioli, mais, sorgo, piselli, peperoni,
zucca e fagioli. Nel caso del mais HR oltre ai precedenti si possono usare anche soia, avena
primaverile, mais dolce, tabacco, pomodori, patate bianche, orzo invernale, segale invernale e
grano invernale.

Gli oppositori delle PGM sostengono che il glifosato danneggia le rese dei raccolti
diminuendo i nutrienti necessari alla pianta e inducendo un aumento delle malattie nelle piante
trattate creando problemi anche per gli animali che se ne nutrono (76, 77). Poiché il glifosato ¢
in grado di complessare i cationi bivalenti (calcio, ferro, magnesio, manganese) sia nella pianta
che nel suolo potrebbe verosimilmente diminuire la concentrazione di questi micronutrienti.
Inoltre, persistendo nel suolo da 14 (78) a 60 giorni (79), non si pud escludere che possa
influenzare I’assunzione di micronutrienti da parte della pianta, anche se non ci sono prove a
riguardo (80, 81). Ricercatori della Ohio State University pur riconoscendo che il glifosato puo
aumentare la severita di alcune malattie delle piante, concludono che questo aspetto sia
significativamente diffuso ma non ancora scientificamente dimostrato (82-83).
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Le piante infestanti competono con le piante coltivate per i nutrienti e la luce del sole,
limitando cosi la produzione di queste ultime. Questo fatto ha portato ad un’adozione rapida
delle piante HR e come conseguenza i coltivatori hanno abbandonato i buoni principi di
gestione delle infestanti e dell’insorgenza della resistenza agli erbicidi. Invece di utilizzare il
glifosato, come uno degli elementi di tale gestione, troppi agricoltori si avvalgono del glifosato
per il controllo delle infestanti, cui ¢ dovuta in buona parte la rapida comparsa di resistenze in
tutti i continenti (84).

Un’altra conseguenza negativa, dovuta al successo delle piante resistenti al glifosato, ¢ la
diminuzione delle ricerche dedicate alla scoperta di nuovi erbicidi, il che potrebbe rendere
problematica la gestione di future resistenze. L’evoluzione d’infestanti resistenti al glifosato e il
movimento delle stesse nelle coltivazioni di piante HR richiedera un aumento nell’uso di altri
erbicidi, anche se la velocita con cui questo fenomeno potra compromettere 1’uso del glifosato
non ¢ prevedibile (85). Un problema emergente ¢ rappresentato anche dai ricacci di mais
resistenti all’erbicida, che stanno diventando un problema nei sistemi di rotazione mais-colza
(86).

L’adozione delle piante HR, per quanto detto sopra, puo essere una risposta all’esigenza di
controllare le infestanti, solo se la loro coltivazione ¢ gestita con una strategia appropriata in
conformitd a un’agricoltura di precisione che consenta di ridurre la quantita di erbicida
utilizzato e il danno ambientale dovuto all’aratura (87, 88).

Tale gestione appropriata non si ¢ verificata negli USA come documentato da Benbrook
(89). Benbrook, utilizzando i dati sul consumo degli erbicidi del United States Department of
Agriculture, ha potuto dimostrare che tra il 1996, anno dell’introduzione della soia resistente al
glifosato, e il 2006 I’uso degli erbicidi ¢ aumentato negli USA dell’ 11%. I livelli di esposizione
al glifosato, a causa dell’uso massicco dello stesso, con gli alimenti, I’acqua e 1’aria sono saliti
negli ultimi anni negli USA (90). Anche gli effetti ambientali sono peggiorati con 1’aumento
nell’uso del glifosato, come il declino nelle popolazioni di farfalla monarca (91), la vitalita dei
lombrichi (92) e I’efficienza nell’uso dell’acqua (93).

La comparsa delle infestanti resistenti al glifosato ha aumentato i costi di gestione delle
infestanti stesse ed ha indotto gli agricoltori americani ad usare erbicidi, precedentemente
abbandonati, poiché tossici per 1’'uomo, come I’acido 2,4 dicloro fenossiacetico (2,4 D). Tale
strategia & stata adottata anche dalla Dow AgroSciences che ha presentato domanda per
commercializzare una varieta di mais resistente proprio al 2,4 D (89).

L’uso in futuro del glifosato ¢ stato messo in discussione dalla decisione dell’International
Agency for Research on Cancer (IARC) che ha inserito il glifosato stesso nella classe 2A e cio¢
“probabilmente cancerogeno” (94), successivamente rivista dopo un riesame ad hoc dell’EFSA.
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12. EFFETTI SULLA COMUNITA BATTERICA DEL SUOLO

Nel suolo vi sono migliaia di specie di batteri, funghi, protozoi, e una varieta di micro e
macrofauna. La composizione della popolazione del suolo varia in termini di tipo, numero ¢
funzioni, a seconda della pianta coltivata e delle pratiche agronomiche associate.

La comunita batterica forma il gruppo numericamente dominante nell’ecosistema del suolo.
Si stima che solo il 5% dei microorganismi del suolo sia stato identificato e che in 1 g di terreno
vi siano 10.000 specie di batteri diversi. Inoltre, diversi tipi di suolo, in combinazione con fattori
atmosferici, variazioni in umidita e materiale organico presente costituiscono ambienti molto
eterogenei (1).

Forti differenze sono state osservate nei rapporti relativi tra diverse specie batteriche come
conseguenza della coltivazione di piante differenti o di differenti cultivar della stessa pianta (2,
3). Tali osservazioni rendono particolarmente difficile la selezione dei parametri necessari per
valutare se una pianta GM abbia un impatto diverso da quello delle piante non transgeniche
sulle comunita batteriche del suolo.

Probabilmente, per tale motivo, a causa dei differenti metodi impiegati nello studio e per il
differente comportamento delle diverse piante, le analisi condotte per la valutazione degli effetti
delle piante transgeniche sulla biodiversita microbica del suolo ha dato finora risultati
contrastanti (4-17). Infatti, alcuni autori non hanno osservato alcun effetto sulla frazione
coltivabile dei batteri del suolo (6, 7, 9), altri hanno osservato alcuni effetti (4, 8) anche se
piccoli e non persistenti se paragonati ad altre fonti naturali di variazione (18-21).

12.1. Flusso genico orizzontale

Con l’introduzione delle piante transgeniche in agricoltura si ¢ ipotizzato che potesse
verificarsi un possibile flusso genico orizzontale, con meccanismo non sessuale, tra pianta e
microrganismi del suolo. Tale flusso ¢ molto ben documentato tra batteri, ed ha come
caratteristica principale quella di richiedere un’omologia di sequenza tra il genoma del batterio
ricevente e il DNA inserito (22), come descritto nel capitolo 7 “Geni marcatori per la resistenza
gli antibiotici”. La divergenza nelle sequenze, il differente pattern di metilazione e la preferenza
per una terza base nei codoni, sono i meccanismi molecolari, che hanno evitato, nel corso
dell’evoluzione, il flusso genico tra piante e batteri. L’introduzione nelle piante transgeniche di
sequenze batteriche, come quelle che codificano per la resistenza agli antibiotici, ha stimolato
una serie di ricerche per verificare se ’ipotesi di un flusso genico orizzontale fosse plausibile
nel caso delle piante transgeniche. Il DNA transgenico, derivante dalla lisi cellulare, per rottura
meccanica o per attacco di microrganismi patogeni, persiste, infatti, libero nel terreno per lunghi
periodi, anche dopo che la pianta transgenica ¢ stata rimossa (23-25). Gli esperimenti, finora
condotti, non hanno dimostrato una trasformazione stabile nei batteri co-incubati con le piante
transgeniche (26-29). Tuttavia, il ruolo del flusso genico orizzontale, nella realizzazione di una
nicchia ambientale dovuta all’interazione pianta/batteri, non ¢ chiara (30) e i metodi di
laboratorio disponibili potrebbero anche portare ad una sottostima del fenomeno (31).

Il trasferimento del DNA transgenico dalla pianta ai batteri del suolo & stato osservato,
solamente in condizioni molto artificiali, in laboratorio o in serra, tra sequenze omologhe e in
condizioni di pressione selettiva, e nonostante cio a bassissime frequenze (Tabella 24).
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Tabella 24. Frequenza di trasformazione dovuta ai geni marcatori

Pianta trasformata Elemento ricevente Frequenza di trasformazione RIif.

e gene marcatore

Tabacco, accl/ Batteri del suolo Nessun evento 32

Patata, amp Erwinia chrysanthemi <2x107 33

Tabacco. accl Agrobactorium <6x10"? 34

tumefaciens
. Acinetobacter -16 35-

Barbabietola, patata, nptl/ calcoacetious >10 37

Barbabietola, nptl/ Acinetobacter baylyi 5,4 x10° 38*

Patata, colza, pomodoro, . 8 *

barbabietola, nptl Acinetobacter sp. 3,5x10 39

Tabacco, accl/ Suolo argilloso Nessun evento 25

Barbabietola, nptll Limo argilloso Nessun evento 40

Barbabietola, nptl/ Acinetobacter baylyi <1,5x 107 41*

Tabacco, nptll, aadA, aacl-IV Ralstonia solanacearum 1,6 x 107 42*

Acinetobacter baylyi e 1,7x10%in presenza di sequenze
Patata, nptll Pseudomonas stutzeri omologhe; < 3 x 10™"%in assenza 43
6. .

Tabacco, aadA Acinetobacter baylyi 4,1x10 !n pre.gc' enza di sequenze 44>
omologhe; <10™ in assenza

Tabacco, nptll Bacillus subtilis <3x107° 45*

Tabacco, aadA Acinetobacter baylyi 7,7x10™ 46*

Patata, nptll Acinetobacter baylyi 107 47

Barbabietola, nptl/ Pseudomonas stutzeri 107 48

8, .

Sei tipi di piante, nptll Acinetobacter baylyi 107 in pre§enza di sequenze 49
omologhe; nessun evento in assenza

Mais, bla Batteri del suolo Nessun evento 50

, . 6 x 107in presenza di sequenze
Tabacco, aadA Acinetobacter baylyi omologhe; <1,3 x 10 in assenza 51
. . . 1,4 x10™in presenza disequenze

Patata e papaia, nptll Acinetobacter baylyi omologhe; <6 x 10" in assenza 52

Tabacco, aadA Acinetobacter baylyi 2,5x 107 53*

Arabidopsis thaliana, nptll, . , 3 x10°%in microcosmo sterile; 2,5 x .

GFP Acinetobacter baylyi 10™" in microcosmo non sterile 54

o R :

Papaia, nptll Acinetobacter baylyi <10 sia In presenza che in 55
assenza di sequnze omologhe

Mais, bla Batteri del suolo Nessun evento 56

Mais, bla Acinetobacter baylyi 1x107 57*

Tabacco, aadA e GFP Acinetobacter baylyi 1 x 10 sulle foglie 31

*In questi esperimenti era presente una sequenza omologa nel batterio ricevente.

I valori riportati nella tabella indicano il numero dei batteri trasformati ottenuti rispetto al
numero totale di batteri presenti nell’esperimento. Tuttavia, tali numeri devono essere
considerati delle stime grossolane poiché non in tutti gli esperimenti i dati sono normalizzati ad
un periodo standard di trasformazione. La funzione dei geni utilizzati in questi esperimenti ¢

descritta in Tabella 12.

Le cellule di Acinetobacter sp. contenenti una copia difettiva del gene per la resistenza alla
neomicina (nptll), con 10 o 317 coppie di basi delete, erano capaci di incorporare il DNA di
varie piante transgeniche contenenti il gene nptll intatto, ripristinando la resistenza alla
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neomicina, ma comunque a frequenze basse (38, 44). Tuttavia, se il ceppo batterico ricevente
era privo di sequenze omologhe a quelle presenti nei geni inseriti nella pianta transgenica, non si
osservava alcuna incorporazione di DNA (37, 41, 44). Anche usando i candidati piu probabili
per il trasferimento genico orizzontale e cio¢ i geni batterici per la resistenza agli antibiotici,
seppure in condizioni artificiali atte a favorire il fenomeno, gli eventi osservati sono veramente
rari. Questi esperimenti sono stati disegnati specificatamente per misurare il flusso genico,
utilizzando DNA purificato e un ceppo di Acinetobacter altamente trasformabile; tale
competenza, alla trasformazione, non si mantiene nel suolo (54).

In conformita con queste osservazioni, alcuni autori hanno sostenuto che, essendo 1’evento di
trasformazione cosi raro nelle condizioni naturali del suolo, il fenomeno del flusso genico
orizzontale ¢ irrilevante ai fini della valutazione del rischio posto dalle piante transgeniche (33,
37, 50, 58). Infatti, perfino nel caso di un simbionte strettamente associato alle radici della
pianta, nella soia resistente all’erbicida non si osservava alcun passaggio o del promotore 35S, o
dei geni T-nos ed EPSPS al simbionte Rhizobium leguminosarum (49).

Altri autori, non condividendo queste conclusioni, sostengono che i metodi attuali non hanno
la sensibilita per monitorare degli eventi rari e che i batteri trasformati dall’acquisizione di un
transgene possono richiedere anni prima di poter competere con i ceppi selvaggi in modo tale da
poter essere determinati (59); d’altra parte € noto che il DNA rilasciato dalle piante nel terreno ¢
degradato molto rapidamente, e solo una piccola quota puo persistere per anni (60-63). La stessa
ipotesi ¢ stata formulata anche da altri autori che, sulla base dei risultati, stimano che la
frequenza di trasferimento di un transgene da una pianta ad un batterio ricevente sia un trilione
di volte piu bassa di quelle misurate sperimentalmente in laboratorio e che quindi gli attuali
metodi di monitoraggio non abbiano la sensibilita sufficiente a valutare il flusso genico
orizzontale (64). Questi autori, assumendo che la frequenza del flusso genico orizzontale sia di
10" ¢ che sulla superficie del suolo vi siano 5 x 10* batteri (65), hanno calcolato la presenza di
40 ricombinanti per ettaro, pari a 280 milioni di ricombinanti sull’intera superficie coltivata con
piante transgeniche (66). Per identificare un singolo ricombinante, tenuto conto che solo 1’1%
dei batteri del suolo ¢ coltivabile in laboratorio, il campione di suolo da analizzare sarebbe di 3
tonnellate. Tale analisi sarebbe irrealizzabile, ¢ comunque ¢ da considerare che i geni di
resistenza agli antibiotici sono ubiquitari e trasferiti con meccanismi che consentono il
trasferimento orizzontale tra specie batteriche differenti (67-69). I geni rilasciati dalle piante
transgeniche si trovano percid a competere con i batteri del suolo che sono la miglior sorgente di
diversita e di abbondanza di geni per la resistenza agli antibiotici (70). Infatti, altri autori hanno
isolato 480 specie microbiche dal suolo e le hanno analizzate tutte per la resistenza a 21
antibiotici, alcuni in uso da molto tempo, altri d’introduzione recente in terapia. Ogni ceppo si ¢
rivelato essere resistente a piu antibiotici da un minimo di 7 ad un massimo di 20. I batteri del
suolo non solo hanno meccanismi sofisticati per proteggersi dagli antibiotici, ma sono anche in
grado di produrli visto che dai batteri del suolo sono stati ottenuti il cloramfenicolo, 1’acido
clavulanico, I’eritromicina, la gentamicina, la rifampicina, la tetraciclina, la teicoplanina e la
vancomicina.

12.2. Conclusioni

E importante, per inquadrare nella giusta prospettiva il problema del flusso genico
orizzontale, considerare la quantitd di DNA non transgenico rilasciato nell’ambiente. Pollini,
foglie, frutta, detriti vegetali, per lisi cellulare, decomposizione dopo la maturazione fisiologica
della pianta, degradazione enzimatica dovuta all’attacco di patogeni e deiezioni animali con
DNA non completamente digerito, rilasciano nell’ambiente migliaia di tonnellate di DNA ogni
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anno (71). La concentrazione nel suolo varia da 5 a 35 pg/g di suolo peso secco (72). Una
rassegna recente ha reso evidente come la concimazione con il letame sia la via principale di
rilascio di batteri resistenti agli antibiotici nell’ambiente; letame che, in varie parti del mondo,
ha una concentrazione media di antibiotici intorno a 50 mg/kg (73). Una volta somministrati,
dal 30 al 90% degli antibiotici, usati in medicina veterinaria, vengono escreti nel letame (74).
Questa fonte cronica di contaminazione ambientale da un contributo tale alla diffusione
dell’antibiotico resistenza da soverchiare ogni possibile effetto delle piante transgeniche. Il
contributo dell’Italia a questa fonte di contaminazione ambientale ¢ comunque piu basso di
quello dei Paesi del Nord Europa (75).

La competizione del DNA transgenico si deve confrontare con questa situazione e con la
diluizione che il gene marcatore subisce nell’inserimento nel genoma nucleare della pianta
transgenica. Inoltre, le sequenze transgeniche sono trasferibili solo ad un numero limitato di
batteri, capaci di sviluppare uno stadio di competenza e che tollerano il DNA estraneo (53, 72,
76). Nel suolo, i passaggi per il trasferimento del DNA dalla pianta al batterio ricevente sono
costituiti da una serie di barriere selettive e vincolanti (77, 78). Vi ¢, d’altra parte, nell’ambiente
un insieme significativo di geni, che impartiscono la resistenza agli antibiotici cui sono esposti
batteri dotati di un enorme plasticita del genoma, per cui il rischio di un flusso genico
orizzontale sembra irrilevante (79-81). Un evento di flusso genico orizzontale non ha alcuna
conseguenza, salvo che non vi sia nell’ambiente circostante una pressione selettiva dovuta alla
presenza di un antibiotico (82).

La possibilita del trasferimento di un gene dalla pianta alla comunita batterica del suolo
dipende sia dal numero di copie del gene che dalla capacita del batterio di assimilare sequenze
di DNA esogeno (competenza), sia dalla presenza nel batterio di sequenze omologhe a quelle
del DNA esogeno. Sebbene il DNA possa persistere nel terreno per lunghi periodi, resta
biologicamente attivo per poche ore o al massimo qualche giorno e pochi batteri del suolo sono
nelle condizioni fisiologiche tali da poter assumere frammenti di DNA dall’ambiente
circostante. Tale evento si stima essere 10'* volte minore del naturale flusso genico tra batteri
del suolo (83). A questo proposito valgono le stesse considerazioni fatte per 1’assunzione del
DNA esogeno da parte dei batteri intestinali nel capitolo 7.

11 fatto che il flusso genico orizzontale da pianta transgenica a batterio non dia a quest’ultimo
alcun vantaggio selettivo, rispetto a quanto gia disponibile in natura ma, anzi, possa costituire
un peso dal punto di vista metabolico (84-86), e la rarita del verificarsi di un tale evento,
rendono trascurabile il rischio per I’ambiente di questo fenomeno (87, 88).
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13. PIANTE RESISTENTI Al VIRUS

Le malattie virali sono un fattore limitante importante nella produzione agricola, anche
perché i viaggi internazionali, la spedizione di germoplasma vegetale, il commercio dei
materiali vegetali stessi e 1’eliminazione di molte barriere doganali, aumentano il rischio di
introdurre nuovi virus, con i loro vettori, nei sistemi di produzione. Negli ultimi vent’anni sono
stati identificati nuovi virus, virus emergenti o virus riemergenti a causa di cambiamenti nelle
pratiche agronomiche. Importanti virus emergenti, in Europa, sono, secondo il sito della
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO, http://www.eppo.org),
I’Irish Yellow Spot Tospovirus (IYST, virus irlandese della macchia gialla trasmesso dai tripidi
e trovato in Italia nelle coltivazioni di cipolle) e tre virus del pomodoro il Pepino Mosaic Virus
(PepMV, virus del mosaico del pepino) trasmesso meccanicamente per contatto, il Tomato
apical stunt pospiviroid (ToASP, virus dell’accorciamento degli internodi del pomodoro)
trasmesso dalle api solitarie e il Tomato torrado virus (ToTV, virus delle bruciature del
pomodoro) trasmesso dalla mosca bianca Bemisia tabaci e dalla mosca bianca delle serre
Trialeurodes vaporariorum.

Il controllo delle malattie virali si attua mediante programmi di miglioramento genetico
classico, I’impiego di strategie preventive basate su materiali vegetali di propagazione virus
esenti, I’eliminazione dei vettori dalle colture, i sistemi di sorveglianza sul territorio e sulle
importazioni. Oggi questi sistemi devono fronteggiare anche gli effetti che le variazioni
climatiche inducono sulla diffusione dei virus.

Le malattie virali possono avere un impatto devastante sulla qualita e sulla quantita ottenibile
di prodotti vegetali, per cui uno degli obiettivi pit antichi del miglioramento delle piante ¢ stato
quello di incorporare geni per la resistenza ai virus mediante incroci tra varieta sensibili e
varieta resistenti ai virus. Vi sono, perd, molti casi nei quali non vi sono geni naturali di
resistenza (1-3), il che ha indotto una ricerca attiva su nuovi metodi biotecnologici per
“vaccinare le piante”. L’introduzione della resistenza si pud ottenere, in laboratorio, mediante
I’espressione nella pianta di proteine del virus, come le proteine di movimento (MP), le proteine
del capside virale (CP) che interferiscono con la replicazione del virus, ma anche mediante
I’espressione di RNA virale che induce fenomeni di silenziamento genico (3).

I virus delle piante (fitovirus) prendono, in genere, il nome dalla pianta sulla quale sono stati
osservati per la prima volta e dal tipo di sintomi osservati (4). La tassonomia dei fitovirus,
accettata a livello internazionale, non € percio basata su un nome latino, come per gli altri
organismi viventi, ma sull’inglese colloquiale (International Committee on the Taxonomy of
Viruses). Questo fatto puo generare confusione perché lo stesso virus, come il virus del mosaico
del cetriolo, Cucumber mosaic virus (CMV), puo infettare un migliaio di specie vegetali diverse
tra loro. La trasmissione dei virus vegetali pud avvenire tramite i semi e il polline, per azione
meccanica in seguito alla propagazione vegetativa di tessuti infetti o al rilascio di linfa, oppure
per azione di vettori, come nematodi, acari, altri insetti o funghi. In alcuni casi ¢ quindi
possibile controllare 1’infezione virale mediante 1’'uso d’insetticidi. In campo aperto, un virus ¢
trasmesso da un solo vettore specifico. Ad esempio, virus appartenenti alla stessa famiglia
Potyviridae sono trasmessi da vettori differenti senza alcuna relazione tra loro: il virus Y della
patata (genere Potyvirus, PVY) ¢ trasmesso da diverse specie di acari; il virus del mosaico del
loglio (genere Rymovirus) ¢ trasmesso dall’acaro Aceria tulipae; il virus del mosaico giallo
dell’orzo (genere Bymovirus) ¢ trasmesso dal fungo Polymyxa graminis (4). L’alta specificita di
questa relazione virus-vettore ¢ dovuta all’interazione tra proteine specifiche, codificate dal
vettore, e recettori specifici codificati dal virus (5-7).
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I virus vegetali sono relativamente semplici essendo costituiti da un capside che avvolge il
genoma a base di DNA o RNA, a doppia o a singola elica, con una prevalenza dei virus a RNA,
che sono circa il 70% del totale. Molti virus vegetali hanno un’origine ancestrale comune, come
ad esempio il CMYV, il virus del mosaico del tabacco, Tobacco mosaic virus (TMV), e il virus
delle chiazze clorotiche del fagiolo, Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) (8). Nonostante
I’origine comune, dimostrata da un’identica organizzazione del genoma e dagli elementi
conservati nelle proteine di replicazione, questi virus differiscono enormemente nel numero
delle piante ospiti; CMV infetta circa un migliaio di piante, TMV ne infetta un centinaio, mentre
CCMV ne infetta solo alcune. Questo fatto suggerisce la possibilita che la selezione di nuovi
membri della clade sia dovuta al ciclo infettivo ospite-virus (8).

In alcune infezioni virali si trova un RNA extragenomico, detto satellite, che € un parassita
molecolare del virus (helper) cui € associato, e del quale sfrutta gli enzimi per la propria
riproduzione (9). In generale, gli RNA satellite sono piccoli e non hanno omologia di sequenza
con il virus associato. Alcuni gruppi di ricerca hanno dimostrato che I’RNA satellite puo
conferire resistenza all’infezione virale vera e propria (10-13). In questo caso I’RNA satellite si
replica ad alti livelli, mentre il virus si replica a livelli molto inferiori al normale, senza causare
effetti patologici nella pianta. Sfortunatamente, alcuni RNA satelliti, che sono in grado di
proteggere molte specie vegetali, inducono una necrosi letale nel pomodoro e in alcune specie
associate di Lycopersicon.

L’adozione delle tecnologie transgeniche come strategia antivirale ¢ anche dovuta al fatto
che, in molti casi, non ¢ disponibile per una data pianta un gene di resistenza per un dato virus e
al fatto che 1’80% dei geni di resistenza ai virus, esistenti in natura, sono monogenici e solo la
meta di questi sono basati su alleli dominanti (14). I geni rimanenti sono difficili da introdurre
nelle piante, con la selezione e 1’incrocio, a causa di complessi meccanismi di ereditarieta.
Anche quando si sono ottenuti risultati significativi, in fase di sviluppo, la coltivazione
successiva in campo aperto puo essere danneggiata dalla comparsa di ceppi virali capaci di
superare la resistenza (15).

13.1. Sperimentazione italiana con il CARNA-5

Nel 1988, le coltivazioni di pomodoro, in Puglia e Basilicata sono state quasi completamente
distrutte da un’epidemia dovuta al CMV (16-18). Il danno economico ¢ stato aggravato
dall’abbandono da parte degli agricoltori della coltivazione tradizionale del pomodoro “San
Marzano” e dalla necessita dell’industria tradizionale di trasformazione di approvvigionarsi su
mercati piu lontani. Questi problemi hanno indotto a cercare soluzioni per controllare il
fenomeno e rivitalizzare un settore industriale molto importante.

All’azione del solo CMV ¢ associata la malattia del pomodoro nota come “necrosi del frutto”
presente in Campania dal 1988 (19). Una seconda malattia, nota come “necrosi letale” ¢
comparsa per la prima volta in Alsazia nel 1974 (20), dovuta alla presenza del CARNA-5 nel
CMV (21), come confermato nell’epidemia italiana del 1988 (16-18). La diffusione del virus
CMYV in natura ¢ assicurata dagli afidi che, alimentandosi, contaminano la parte distale dello
stiletto e possono trasferire il virus da una pianta malata ad una sana. La capacita di CMV di
infettare un migliaio di piante diverse assicura un serbatoio naturale, costantemente presente
sulle piante coltivate e sulle infestanti.

Il virus CMV ¢ composto da un involucro proteico, il capside, costituito da 180 subunita di
uno stesso monomero proteico. Il capside contiene 3 molecole di RNA a singola elica, RNAI,
RNA2, RNA3, dalla cui presenza dipende I’infettivita, ¢ una piccola molecola di RNA
subgenomico RNA4. Alcuni ceppi di CMV contengono un piccolo RNA extragenomico,
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conosciuto come CARNA-5 (da CMV-Associated RNA-5). E un RNA satellite, di dimensioni
variabili da 330 a 390 nucleotidi, totalmente dipendente dal CMV per la sua replicazione.
CARNA-5 ha un importante ruolo biologico, essendo capace di modulare i sintomi indotti da
CMYV, sia attenuandoli sia aggravandoli (22). Infatti, esistono due tipi di CARNA-5 uno
“necrotizzante” e uno “non necrotizzante”, incapace di indurre necrosi nella pianta. Studi
comparativi hanno dimostrato che le varieta necrogeniche differiscono dalle varietd non
necrogniche per la presenza di una sequenza conservata di circa 30 nucleotidi all’estremita 3’
terminale, noto come dominio, o determinante, necrogenico (23, 24). Una singola mutazione
puntiforme puo trasformare un RNA satellite non necrotizzante in uno necrotizzante. Le
replicasi dei fitovirus non hanno capacita di correggere I’errore, ¢ quindi ragionevole assumere
che nel corso della replicazione dello RNA satellite non necrotizzante siano generate molecole
potenzialmente necrotizzanti. L’assenza di correzione di possibili errori nell’inserimento delle
basi, conferisce ai fitovirus una grande plasticita e la capacita di divergere con una frequenza di
mutazione dell’ordine di 1 x 10 per ciclo di replicazione (5, 25, 26).

In Spagna, alla presenza di un’epidemia dovuta al CMV, si ¢ osservato un accumulo di
mutazioni dello RNA satellite, associato all’infezione naturale di CMV (27). Tale accumulo di
mutazioni negli RNA satelliti, che si riscontra nelle infezioni, ¢ dovuta sia alle mutazioni
puntiformi sia alla ricombinazione (28, 29). Tuttavia, il mantenimento di alcune strutture
molecolari funzionali ¢ un vincolo (selezione negativa) all’evoluzione di tali varianti dello RNA
satellite (30). Infatti, I’allineamento delle sequenze degli RNA satellite ha dimostrato che il
dominio benigno differisce dal dominio necrotizzante per 12 nucleotidi su 30 (31, 32).
L’acquisizione delle proprieta necrotizzanti da parte di un RNA satellite ¢, percio, subordinata
ad un accumulo di mutazioni in questi nucleotidi e al mantenimento della fittezza da parte del
satellite nel passaggio da una pianta ospite ad un’altra. A tale proposito, € stato osservato che le
varianti di CARNA-5, che provocano la necrosi nel pomodoro, non lo fanno in piante
appartenenti alla stessa famiglia (peperoni e tabacco) od ad altre famiglie botaniche (33). In
Italia, la maggior parte degli isolati di CARNA-S5, ottenuti da pomodoro, tabacco, sedano e
peperone, contiene il dominio necrotizzante (24).

In genere, se i semi sono stati protetti dall’infezione, il pomodoro sara sano dato che il virus
non si trasmette con i semi. E molto piu difficile proteggere le piante durante la coltivazione.
Per raggiungere quest’obiettivo, le piante di pomodoro sono state trasformate per produrre una
variante benigna di CARNA-5, che con la sua presenza sopprime, in modo competitivo, la
replica del virus, modula I’espressione dei sintomi e riduce percio i danni (34). In questo modo
la pianta resiste all’infezione di ceppi virulenti di CMV e necrotici di CARNA-5. Questo
approccio ha comunque dimostrato che il pomodoro transgenico presenta una riduzione
significativa dell’infezione e un incremento della resa del 50% (35-38).

Per le ragioni sopra esposte, ¢ molto difficile valutare a priori il comportamento in campo
aperto di un RNA satellite. Tale difficolta indusse il Comitato Interministeriale per la
Valutazione delle Biotecnologie a chiedere, ai sensi del Decreto legislativo 3 marzo 1993 n.92,
al Comitato Scientifico per i Rischi Derivanti dall’Impiego di Agenti Biologici (oggi Comitato
Nazionale per La Biosicurezza, le Biotecnologie e le Scienze della Vita) di programmare e
monitorare 1’esperimento di rilascio deliberato di piante di pomodoro San Marzano, trasformate
con il cDNA di CARNA-5, per valutare la resistenza all’infezione di CMV delle piante stesse. 11
piano di sperimentazione, predisposto da Benvenuto E, Martelli GP e Quacquarelli A, ¢ stato
condiviso con la Commissione Europea e le autorita competenti degli Stati Membri (39). Vi era
la preoccupazione che il CARNA-5 potesse ricombinarsi con facilitd dando origine ad una
nuova specie necrotizzante, molto pericolosa per il gran numero di ospiti del CMV.

La linea di pomodoro era stata trasformata con un gene chimerico, esprimente un RNA
satellite benigno. L’esperimento ha coinvolto 1.000 piante trasformate e 1.000 non trasformate,
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in condizioni di infezione naturale circondate da piante trappola di zucchino, peperone e
melone. L’infezione era leggermente piu bassa nelle piante transgeniche rispetto a quelle non
trasformate e lo RNA satellite si ritrovava anche sulle piante di melone, zucchina e peperone
limitrofe. La diffusione dello RNA satellite non causava alcun incremento delle infezione su
queste piante (40). Il risultato piu significativo era che comunque non si osservava alcuna
ricombinazione di CARNA-5 e non si formavano nuove specie necrotizzanti dello stesso.
Un’attenuazione dell’infezione ¢ stata osservata anche in altre piante trasformate con lo RNA
satellite, come la petunia (41), il peperoncino (42) e il pomodoro (38).

Tuttavia, quando divenne evidente che le varietd necrogeniche differivano da quelle
protettrici solo per piccole variazioni di sequenza (27-32) s’incomincio a considerare pericolosa
la vaccinazione con RNA satellite (43). Inoltre, la dimostrazione, in laboratorio, che il passaggio
da benigno a necrogenico pud avvenire spontaneamente e che la varieta necrogenica diventa
dominante (44), rafforzata dalla protezione parziale dall’infezione nelle piante transgeniche
rispetto ai controlli, e dalla possibilita che una singola mutazione potesse trasformare la varieta
benigna dello RNA satellite in necrogenica, ha portato all’adozione di altre strategie per il
controllo dei fitovirus, anche se quest’ approccio non ¢ stato del tutto abbandonato (45).

13.2. Vaccinazione con le proteine del capside virale

La prima pianta transgenica resistente al virus TMV ¢ stata ottenuta facendo esprimere il
gene per la proteina del capside virale nelle cellule di tabacco (46). Questo metodo, da allora, ¢
quello che ha avuto le applicazioni piu numerose. Il livello di protezione ottenuto varia da
un’immunizzazione vera e propria ad un ritardo nella comparsa dei sintomi ad un’attenuazione
degli stessi. La protezione puo essere efficace contro vari ceppi dello stesso virus o contro piu
virus tra loro correlati (47, 48).

Il meccanismo di resistenza dovuto alle proteine del capside, nonostante le numerose
indagini effettuate, non ¢ ancora completamente elucidato, anche perché tale meccanismo puo
essere diverso per virus differenti (49). Tuttavia, almeno nel caso del tabacco, vi sono evidenze
che la resistenza contro il TMV sia una conseguenza dell’interazione tra la proteina transgenica
del capside e quella del virus infettante: 1) le piante transgeniche resistono al virus infettante,
ma non all’inoculazione con I’RNA nudo o virus parzialmente privati del capside (50, 51); 2) la
resistenza delle piante transgeniche era piu efficace contro i virus correlati al TMV che contro
virus piu lontani nella famiglia (52); 3) piante esprimenti proteine mutate del capside in modo,
da modificare le interazioni elettrostatiche tra subunitda mostravano la capacita di resistere
all’infezione, al variare della capacita di aggregarsi delle subunita (53). Questi risultati
suggeriscono che la resistenza sia conferita dalla struttura quaternaria delle proteine
transgeniche del capside piuttosto che alle subunita delle stesse in quanto tali.

La strategia basata sulle proteine del capside virale ha avuto differenti percentuali di
successo. Per esempio, I’utilizzo di capside virale (CP) in sei tipi di piante diverse ha conferito
una resistenza al CMV che variava dallo 0 al 100% (53) (Tabella 25).

Il potenziale dei costrutti CP ¢ stato dimostrato nel caso della papaia (Carica papaya) che ha
risolto un serio problema agronomico nell’isola di Puna nelle Hawaii. In quest’isola la
produzione di papaia era scesa da 58.000 tonnellate/anno nel 1994 a 35.000 tonnellate/anno nel
1997, a causa dell’attacco dello Papaya ringspot virus (PSRV) che interferisce con la fotosintesi
(63). A maggio 1998 sono stati distribuiti agli agricoltori i primi semi di papaia transgenica,
esprimente la proteina del capside di PSVR, resistenti al virus. Nel 2000 la produzione era
ritornata quella del 1994.
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Tabella 25. Resistenza al virus delle piante transgeniche esprimenti le proteine del capside di CMV

Pianta Grado di resistenza in % Rif.
Cetriolo 86-100 54
Pomodoro 80-100 55
Pomodoro 100 56
Zucchino 92-100 57
Pomodoro 50-100 58
Pomodoro 100 59
Pomodoro 70-100 60
Pomodoro 0-100 61
Peperoncino 10-90 62

La presenza delle piante resistenti, diminuendo la circolazione del virus, ha consentito la
coltivazione biologica della papaia nell’isola di Puna (64), essendo il flusso genico molto basso
e assente nelle piante ermafrodite (65). Esperimenti sono in corso per estendere la coltivazione
di papaia resistente allo PSVR in altre parti del mondo sebbene la resistenza allo PSVR non sia
altrettanto efficace contro gli isolati virali provenienti da Tailandia, Australia e Brasile (66). A
Taiwan, le piantagioni sperimentali di papaia resistente allo PSVR sono state attaccate da un
altro virus il Papaya leaf distortion mosaic virus (67). Tuttavia, in laboratorio sono gia state
prodotte cultivar resistenti ad entrambi i virus (68).

La coltivazione della papaia resistente allo PSVR non ha effetti sulla microbiologia del suolo
(69) e I’alimentazione dei roditori con la stessa non causa alcun effetto sull’apparato intestinale
(70) e sul sistema immunitario (71). Risultati attesi, perché consumiamo con i vegetali freschi
grandi quantita di virus, patogeni per i vegetali, che non hanno mai causato problemi per la
salute umana. Nelle feci d’individui sani sono state identificate circa 37.000 sequenze virali
simili a quelle dei virus patogeni vegetali (72). Inoltre, i virus presenti nelle feci erano capaci di
infettare le piante per cui anche gli uomini possono essere un veicolo nella diffusione dei virus
vegetali.

I costrutti CP si sono rivelati particolarmente efficaci con la creazione dello zucchino CZW-
3, nel quale I’espressione dei tre geni CP specifici conferisce resistenza non solo al cucumovirus
CMV ma anche a due potyvirus il Watermelon mosaic virus 2 (WMYV, virus del mosaico
dell’anguria) e lo Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV, virus del mosaico giallo dello
zucchino), trasmessi, in natura, da diverse specie di afidi. La linea CZW-3 ¢ stata autorizzata nel
1996 per la commercializzazione negli USA (57). Numerosi studi hanno verificato se la
coltivazione della varieta transgenica ponesse ulteriori rischi rispetto alla varieta non
transgenica (73-77). E stato possibile dimostrare che in campo aperto le piante esprimenti le
proteine del capside di ceppi virali, trasmessi dagli afidi, non influenzavano la diffusione di
ceppi non trasmissibili dagli afidi stessi (78).

Il controllo usuale degli afidi richiede numerose applicazioni d’insetticida, per cui I’adozione
dello zucchino transgenico ha generato notevoli benefici economici per gli agricoltori. Un altro
beneficio ¢ derivato dal fatto che le piante transgeniche, inibendo la replicazione e riducendo la
frequenza di acquisizione dei virus da parte degli afidi, determinano una riduzione delle
epidemie anche sulle piante convenzionali. Questi benefici possono essere vanificati dai costi
indiretti causati dai coleotteri dello zucchino. Tali coleotteri, alla presenza d’infezioni virali,
preferiscono le piante transgeniche in buona salute, rispetto alle convenzionali infette, sulle
quali masticando le foglie rilasciano con le feci dei batteri che causano avvizzimento delle
piante stesse (79). Tuttavia, nell’autorizzare la coltivazione di queste piante, le autoritda USA
non hanno adottato alcuna precauzione sebbene siano capaci di trasferire la modifica genetica
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alle piante selvatiche, presenti in tutto il Nord America (76, 80). Il flusso dei geni resistenti ai
virus era dovuto al polline e non agli afidi (78), cosa non sorprendente visto che le cucurbitacce
sono impollinate in modo efficiente dalle api dello zucchino, anche se alcuni agricoltori
collocano gli alveari di api mellifere nei loro campi. Questo complesso di osservazioni
suggerisce di evitare le coltivazioni di zucchino resistente ai virus in aree in cui sono presenti
delle specie selvatiche correlate (81, 82).

La strategia della vaccinazione con le proteine del capside per conferire la resistenza ai virus
¢ stata applicata con successo, oltre che al pomodoro, a molte altre piante quali la patata (83-
88), la barbabietola da zucchero (89-93), e la linea C5 del susino, che ¢ stato recentemente
deregolamentato dallo Animal and Plant Health Inspection Service (APHIS) con I’obiettivo di
usarlo in caso di comparsa di infezione.

11 potyvirus Plum pox virus (PPV) ¢ I’agente eziologico della sharka, o vaiolatura del susino,
capace di devastare le coltivazioni della specie Prunus. Nel nostro Paese, 1 servizi fitosanitari
regionali eseguono controlli per il virus su una trentina di piante, appartenenti allo stesso
genere, alcune delle quali ornamentali, tra cui mandorlo, ciliegio, susino, albicocco e pesco; gli
ultimi tre sono quelli che subiscono i danni maggiori. Il virus, comparso in Bulgaria nel 1918, si
¢ diffuso sulla maggior parte del continente europeo, nel vicino ¢ Medio Oriente e nelle
Americhe. Sono in pratica esenti da infezioni le coltivazioni di Australia, Nuova Zelanda, Sud
Africa e California (94). La diffusione ¢ dovuta alla mancanza, in passato, di controlli adeguati e
al commercio illegale di materiale vegetativo che insieme agli afidi ¢ la via di trasmissione del
virus.

I numerosi isolati del PPV, ben caratterizzati molecolarmente, differiscono per I’aggressivita,
la trasmissibilita da parte degli afidi e la sintomatologia provocata. Queste differenze, legate alle
caratteristiche molecolari e sierologiche, hanno portato al raggruppamento dei virus isolati in sei
tipi di ceppo: PPV-D (Dideron). PPV-M (Marcus), PPV-EA (El-Amar), PPV-C (cherry), PPV-
W (Winona) e PPV-Rec (ricombinante tra D e M) (95, 96).

La malattia non uccide gli alberi ma riduce la qualita dei frutti; gli alberi malati, se non
vengono rimossi, diventano un serbatoio permanente del virus. Attualmente il controllo consiste
nella rimozione degli alberi infetti. In Spagna, ad esempio, a partire dal 1989, sono stati rimossi
2,3 milioni di alberi (94). L’eradicazione ¢ stata adottata anche in Italia (97), dove la malattia ¢
comparsa nel 1973 nel nord est con il ceppo PPV-D che si ¢ poi diffuso nelle altre parti del
Paese (98). Il nord nel 1996, ¢ stato vittima del ceppo PPV-M, che ¢ trasmesso con grande
efficienza dagli afidi, ceppo che si presenta sporadicamente nel resto del Paese (98, 99). Mentre
in Puglia I’eradicazione degli alberi infetti ¢ stata efficace, non si ¢ avuto lo stesso risultato in
Veneto nelle piantagioni di albicocco (98).

I tentativi di ottenere piante resistenti a PPV per selezione e incrocio non danno i risultati
sperati, sia perché finora non sono state trovate sorgenti di resistenza in natura, si per la
difficolta di trovare marcatori che guidino la selezione (100). Tuttavia, a causa degli effetti di
PPV sull’industria delle drupacee, studi per 1’ottenimento di cultivars di Prunus resistenti al
virus sono in corso con i metodi classici (101).

La prima varieta transgenica, resistente al PPV, ¢ stata realizzata in Europa, mediante
I’inserimento del gene CP del virus in Prunus domestica (102). Studi di campo, tuttora in corso,
sono stati condotti per un periodo di 8 anni in Spagna (103-104), Romania (105-107),
Repubblica Ceca (108) e Polonia (109). Questi esperimenti hanno consentito di determinare che
la resistenza non ¢ dovuta ad una sovraespressione della proteina CP, ma al silenziamento
genico ¢ alla produzione di RNA interferenti (110). Tale silenziamento era stabile dopo molti
anni in campo aperto (109). La sicurezza ambientale ¢ stata valutata dal Consorzio europeo
TRANSVIR. E stato dimostrato che la resistenza del clone C-5, denominato “HoneySweet”, &
mantenuta al variare delle caratteristiche molecolari di PPV e che lo stesso clone non ha alcun
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impatto sulle popolazioni di afidi che visitano le piante (64, 74, 111). Inoltre, in tutti gli anni di
sperimentazione non sono stati osservati eventi di ricombinazione tra i virus isolati dalle piante
transgeniche e quelli isolati dalle piante non transgeniche (112), neppure quando queste
venivano co-infettate con Apple chlorotic leaf spot virus (virus della maculatura clorotica
fogliare del melo, ACLSV), con Prune dwarf virus (virus del nanismo del susino, PDV) e con
Prunus necrotic ringspot virus (virus della maculatura anulare necrotica del susino, PNRV)
(111).

Il complesso unico del genere Prunus pone molti problemi riguardo al flusso genico dal
susino transgenico alle specie non transgeniche, perché il genere comprende circa 200 specie. In
Italia, ad esempio le specie spontanee sono 16, di cui le piu numerose sono il Prunus cocomilia,
a fiori bianchi e diffuso nell’Italia meridionale e Sicilia, il Prunus mahaleb, noto col nome di
Ciliegio canino, e il Prunus spinosa, noto anche come Prugnolo, spontaneo in tutt’Italia. Inoltre
accanto alle varieta coltivate come il susino, I’albicocco, il mandorlo, il pesco, il ciliegio, il
lauroceraso, esistono, in Italia, anche specie rinselvatichite come il Prunus avium, o ciliegio dai
fiori colorati di bianco-rosa, il Prunus serrulata dai fiori colorati di bianco con screziature rosa,
il Prunus subhirtella var. pendula a fruttificazione edule.

Questa situazione complessa rende difficile una valutazione del flusso genico nel Prunus,
essendo questi influenzato dalla diversitd genetica, dalla capacita di superarla, dalla
compatibilita genetica inter- e intra-specifica, dall’auto sterilita, presente in molte specie, dalla
frequenza elevata d’impollinazione incrociata, dall’impollinazione effettuata dagli insetti, dalla
natura di pianta perenne, dall’architettura fenotipica, molto complessa (altezza del baldacchino,
eterogeneita della corona, numero dei fiori per singola pianta) e l’esistenza di specie
ornamentali e selvatiche (113, 114). Le differenze di ploidia tra differenti specie non assicurano
la segregazione genetica. Percio, I’eventuale commercializzazione del susino transgenico porra
dei problemi di coesistenza per le coltivazioni commerciali convenzionali, ma consentira una
migliore comprensione dei meccanismi di flusso genico e ibridazione tra specie all’interno del
complesso Prunus.

13.3. Eteroincapsidamento

La maggior parte dei virus vegetali non ha un involucro lipidico esterno ed ¢ la proteina
capsidica a proteggerne il genoma, e a svolgere un ruolo sia nell’interazione con 1’ospite nei
diversi stadi dell’infezione virale che nella trasmissione del virus, contenendo il sito di
riconoscimento da parte dei vettori. Lo sviluppo delle piante transgeniche resistenti ai virus ha
sollevato il problema dell’enteroincapsidamento (transincapsidamento) nel quale la proteina
capsidica transgenica incapsida genomi virali eterologi, in presenza d’infezioni da altri virus,
dando cosi origine a nuovo virus, il cui genoma non codifica per la proteina capsidica che lo
ingloba. In realta, 1’incapsidamento ¢ un fenomeno specifico che richiede il riconoscimento
dello RNA virale da parte della proteina capsidica. Questo processo ¢ specie specifico e
I’incapsidamento avviene solo con RNA virale omologo a quello che codifica per la proteina
capsidica (115- 116). Infatti, piante esprimenti la proteina capsidica del ceppo N del virus Y
della patata, infettate con un ceppo diverso O, producono particelle infettive che incorporano
entrambe le varianti della proteina (117). La frequenza di eteroincapsidazione puo essere molto
alta (118). In altre osservazioni sui virus della famiglia dei potyvirus, il virus del mosaico giallo
della zucchina (ZYMV-NAT), non trasmissibile dagli afidi, ¢ invece trasmesso da questi ultimi,
dopo infezione di Nicotiana benthamiana esprimente la proteina capsidica del vaiolo del pruno
(PPV) (119). In questo caso si erano formate particelle virali, contenenti il genoma di ZYMV-
NAT, enteroincapsidate dalle proteine capsidiche di PPV che di conseguenza modificavano le
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caratteristiche epidemiologiche del virus infettante. Nel caso in cui le piante transgeniche di
Nicotiana benthamiana, esprimente la proteina capsidica del vaiolo del pruno (PPV), erano
infettate con virus non appartenenti alla famiglia dei potyvirus (Tobacco mosaic tobamovirus,
Potato X potexvirus e Beet necrotic yellow vein furovirus BNYVV), non si osservava alcuna
incapsidazione eterologa (120).

I tentativi di individuare fenomeni di eteroincapsidazione, in campo aperto, ad oggi non
hanno dato risultati significativi nel caso della papaia, dello zucchino e del pomodoro, che
esprimevano proteine del capside virale (121); questo fenomeno, invece, si osserva nel caso
d’infezioni miste con virus simili in piante non transgeniche (45); fenomeno che, invece, non si
osserva in natura, in presenza di coinfezione da parte di virus differenti, (122, 123). Il processo
dell’eteroincapsidazione puo essere evitato modificando i geni che esprimono le proteine del
capside, in modo da conservare le proprieta antivirali ed evitare 1’incapsidamento eterologo (45,
124).

Il risultato dell’etroincapsidazione ¢ un virione “mascherato” che ha un capside non
corrispondente al genoma del virus; capside che pud o non pud essere sufficientemente
funzionale per la trasmissione del virus ad un’altra pianta. In campo aperto, il virus mascherato
potra essere trasmesso, in modo significativo, ad altra pianta solo nel caso di trasmissione da
parte degli insetti (125). 1l capside non corrispondente non ¢ mantenuto nei cicli successivi
d’infezione virale, perche la conseguente produzione di proteine del capside ¢ diretta dal
genoma virale, consentendo 1’assemblaggio corretto del virus originario. L’eteroincapsidazione
¢, percio, transeunte e qualunque possibile rischio ambientale si manifesta solo nel primo ciclo
d’infezione se il virus mascherato infetta una pianta suscettibile (126).

13.4. Ricombinazione

La ricombinazione ¢ I'unione di sequenze nucleotidiche che in precedenza non erano
collegate. La comparazione di numerose sequenze virali ha dimostrato che la ricombinazione ha
giocato un ruolo importante nell’evoluzione dei virus vegetali (127, 128), mentre ¢ molto piu
difficile predire un possibile ruolo della ricombinazione nella comparsa di nuovi virus. Alla
ricombinazione tra due differenti luteovirus ¢ stata attribuita la nascita del nuovo virus Cucurbit
aphid-borne yellow virus (129), osservato per la prima volta in Francia (130) e isolato in seguito
anche dalle coltivazioni italiane (131). Analogamente la comparsa del Sugarcane yellow leaf
virus € stata attribuita alla ricombinazione di un polerovirus e un luteovirus (132, 133).
Fenomeni di ricombinazione sono stati descritti anche per i virus a DNA circolare, a singola
elica (134, 135).

La comparsa di un virus ricombinante richiede non solo che la ricombinazione sia avvenuta
in modo appropriato per consentire la sopravvivenza del nuovo virus, ma anche che la pressione
selettiva lo favorisca rispetto ai virus progenitori non ricombinati. Se la comparsa di un nuovo
virus dipende dalla pressione selettiva piuttosto che dalla ricombinazione, la possibilita di una
maggior ricombinazione nelle piante transgeniche resistenti ai virus sara poco significativa
(136).

E stato dimostrato che, in condizioni controllate, si possono formare acidi nucleici chimera
tra il trascritto transgenico e il genoma di un nuovo virus che va ad infettare la pianta (45, 137-
139). 1l virus risultante potrebbe avere un comportamento epidemiologico completamente
diverso da quello dei due virus che lo hanno generato. In condizioni d’infezione virale mista,
molto comune nelle piante, contatti tra RNA eterologi possono essere molto frequenti, tanto che
alla ricombinazione ¢ attribuito il ruolo di meccanismo evolutivo dei virus vegetali (140, 141).
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Il fenomeno di ricombinanzione ¢ frequente nelle condizioni di forte pressione selettiva,
come quella che si raggiunge in serra, con l’utilizzo di virus parzialmente disattivati, che
creavano condizioni di pressione selettiva in favore di molecole ricombinanti che ripristinavano
le proprieta infettive (137-139).

E da notare che la ricombinazione pud anche portare ad una scomparsa della resistenza.
Piante che esprimevano la proteina del capside di PVY, resistenti ad alcuni ma non a tutti i
ceppi di PVY, sono state infettate contemporaneamente con due ceppi di PVY, uno bersaglio
della proteina capsidica e 1’altro no. La forte pressione selettiva che ne risultava a favore della
ricombinazione ha portato all’eliminazione delle sequenze CP bersaglio (142). Nelle prove di
campo, invece, dove la pressione selettiva ¢ minore, perché tutti i virus infettanti sono
totalmente attivi, il fenomeno non ¢ presente, né nel susino né nella vite. Nel susino transgenico,
esprimente la CP del PPV, coltivato per un decennio, non ¢ stato osservato alcun fenomeno di
ricombinazione (104, 111). Analogamente, in prove, di durata pluriennale, con portainnesti
esprimenti la CP del Grapevine fanleaf virus (virus dell’arricciamento fogliare della vite,
GFLYV), non sono stati rilevati virus ricombinanti (111, 142). La frequenza di ricombinazione, al
contrario, ¢ stata maggiore nelle piante non transgeniche di controllo rispetto ai portainnesti
transgenici (143). Questo risultato & stato attribuito al fatto che le piante transgeniche,
impedendo la replicazione virale anche dei ceppi piu virulenti, causano una diminuzione della
popolazione virale. L’esperienza di campo ha messo in evidenza una situazione diametralmente
opposta al rischio paventato che le piante transgeniche favoriscano gli eventi di ricombinazione.

13.5. Resistenza RNA mediata

Il fenomeno della resistenza dovuta allo RNA ¢ stato osservato, per la prima volta, in piante
esprimenti lo RNA satellite sia del CMV (11) che del TSVR, Tobacco ring spot virus (143). La
resistenza venne attribuita alla competizione tra gli RNA satellite non codificanti e lo RNA
genomico del virus. Altri RNA subvirali, come gli RNA difettivi interferenti (136) e la regione
non codificante 3’ del genoma virale, fatta esprimere in una pianta transgenica (144)
conferiscono la resistenza.

Il meccanismo di resistenza piu importante mediato dallo RNA ¢ il silenziamento genico
post traslazionale. Infatti, la resistenza al Tobacco Etch Virus (TEV) puo essere conferita da un
gene CP non traslato con la resistenza piu efficace nelle piante dove non vi era accumulo di
RNA messaggero transgenico. Le piante che presentavano resistenza e accumulo iniziale di
RNA messaggero transgenico erano infettate, dopodiché il recupero delle stesse, che portava ad
uno stato di completa insensibilita al virus, era accompagnato dalla scomparsa dello RNA
messaggero transgenico (145). Il fenomeno ¢ dovuto ad una degradazione, specifica per
sequenza, sia dello RNA messaggero transgenico che del corrispondente RNA virale. Questa
ipotesi € stata in seguito ampiamente confermata (146-149).

La situazione nelle piante che esprimono le proteine del capside puo essere molto complessa
perché un singolo transgene pud conferire sia la resistenza mediata dalla proteina che quella
mediata dallo RNA. Questo doppio meccanismo ¢ stato osservato nella lattuga, nella quale il
capside transgenico conferisce la resistenza al Tomato spotted wilt virus (TSWV) con un
meccanismo di silenziamento genico e in misura minore conferisce la resistenza anche ad altri
virus della stessa famiglia dei tospovirus (150). Presumibilmente la sequenza degli altri
tospovirus ¢ sufficentemente differente da quella del transgene TSWV, per consentire loro di
sfuggire al meccanismo del silenziamento.

11 silenziamento genico sembrerebbe essere la soluzione al problema della ricombinazione,
perché non vi ¢ accumulo di RNA messaggero transgenico e quindi non vi ¢ materiale per la
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ricombinazione, a differenza della resistenza impartita dalle proteine CP. Invece, gia dal 1998,
si € visto che, molti virus vegetali hanno la capacita di interferire con il silenziamento genico
(151-155). Sebbene la scomparsa della resistenza non sia stata osservata in rilasci su larga scala
in campo aperto (156, 157) e sia possibile stabilizzare la stessa mediante 1’uso di sequenze
transgeniche modificate (158), ad oggi non ¢ chiaro se tale fenomeno, oltre al rilievo economico
che potrebbe rivestire, possa avere un impatto ambientale.

13.6. Flusso genico

Nel caso in cui un virus alteri la fittezza delle piante suscettibili di una popolazione selvatica,
I’introgressione (cio¢ il trasferimento permanente di un gene in una specie interfertile) della
resistenza, allo stesso virus, effettuata dal polline di una pianta correlata resistente, portera ad un
incremento progressivo della popolazione selvatica. Si tratta di un caso in cui il flusso genico
favorisce, paradossalmente, I’aumento della biodiversita. Invece, se i fattori che determinano le
dimensioni della popolazione sono, ad esempio, la pressione esercitata dagli erbivori, o la
presenza di microorganismi che mettono in pericolo la sopravvivenza dei semi, allora
I’introgressione della resistenza ai virus non avra alcun effetto sulle dimensioni della
popolazione.

Per verificare se un gene di resistenza ai virus influenzi la fittezza di una popolazione
selvatica occorre stabilire se (136):

— vi ¢ flusso genico tra la pianta transgenica e la sua controparte selvatica;

— la controparte selvatica ¢ resistente o suscettibile al virus;

— il virus ¢ presente o meno nella controparte selvatica durante le diverse fasi di sviluppo;

— I’infezione virale ha un effetto sulla fittezza della controparte selvatica;

— il virus influenza la dimensione della popolazione selvatica.

Una volta stabilita I’esistenza di una potenziale introgressione, si pud determinare in serra se
la popolazione selvatica ¢ resistente o suscettibile al virus. Nel caso in cui la pianta selvatica
fosse suscettibile, potrebbe non essere affetta da virosi a causa della nicchia ecologica occupata.
Le popolazioni vicine alla costa marina di barbabietola (Beta vulgaris ssp. maritima) sono
suscettibili al virus della rizomania (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV) che ¢ trasmesso
dal fungo Polymyxa betae. 11 fungo non tollera la salinita, per cui il virus ¢ in pratica assente
vicino al mare e il flusso genico dalla specie coltivata (Beta vulgaris ssp. vulgaris), resistente
alla rizomania, alla specie selvatica non conferirebbe a quest’ultima alcun vantaggio
competitivo (159, 160). Tale flusso genico, d’altra parte, ¢ sfavorito anche dalla forte
divergenza genetica tra la specie marittima e le altre specie correlate, che sempre su base
genetica possono essere suddivise in tre raggruppamenti, barbabietola coltivata, selvatica e
ruderale, cio¢ barbabietola che vive sui terreni disturbati dall’uomo (161). L’analisi di 42
popolazioni ruderali non ha evidenziato alcuna introgressione con la specie coltivata (162). E
molto probabile che I’introgressione dopo la formazione del primo ibrido sia molto limitata
(163). Non ¢ percio sorprendente che un secolo di flusso genico da Beta vulgaris ssp. vulgaris
non abbia alterato la diversita genetica della specie selvatica Beta vulgaris L. ssp. maritima,
nell’area italiana di produzione della barbabietola (164).

Differente ¢ la situazione per quanto riguarda lo zucchino CZW-3, la cui coltivazione ¢ stata
autorizzata negli USA, pur in presenza di una notevole popolazione selvatica. Il passaggio della
resistenza ai virus CMV, ZYMV ¢ WMV dallo zucchino transgenico (Cucurbita pepo sp.
ovifera var. ovifera) alla specie selvatica imparentata (Cucurbita pepo sp. ovifera var. texana) &
stata documentata in prove di campo (165-167). Se i tempi di fioritura sono sincronizzati, la
frequenza degli eventi d’ibridazione aumenta all’aumentare del rapporto tra numero di piante
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transgeniche e numero di piante selvatiche, ed ¢ sufficiente una sola generazione d’ibridi per
ottenere 1’introgressione della resistenza ai virus. La fittezza di tali ibridi di Cucurbita texana &
determinata dalla pressione selettiva cui sono sottoposti. In presenza di una bassa
concentrazione di virus, gli ibridi si comportano come la varieta selvatica. Un’analisi su larga
scala delle popolazioni selvatiche, che crescono vicino allo zucchino transgenico, ha identificato
sintomi d’infezione, dovuti a CMV, ZYMV o WMV?2, solo nel 2% delle piante. Questo basso
livello d’infezione suggerisce che la resistenza ai virus non dard un vantaggio competitivo
efficace alle popolazioni spontanee esaminate (168).

La letteratura riporta anche alcune esperienze con il genere Brassica (169-175). Vi era una
particolare preoccupazione dovuta alla frequenza naturale d’introgressione, dovuto al flusso
genico, tra le diverse specie di questo genere che ¢ al 30% (171) e alla notevole distanza, cui
tale incrocio pud ancora essere presente (172). Tuttavia, in campo aperto, gli ibridi F; non
avevano alcun vantaggio competitivo rispetto alla pianta coltivata e non erano resistenti al virus
(173).

La resistenza ai virus, anche se in un numero limitato di casi, € stata introdotta con tecniche
tradizionali di selezione e incrocio (174-176). 1l rischio di flusso genico ¢ identico in questi casi
a quello delle piante transgeniche, ma non risulta che sia mai stato studiato.

13.7. Il caso del promotore 35S

Il promotore 35S, del virus del mosaico del cavolfiore (CaMV), ¢ stato usato in un gran
numero di piante transgeniche, perché i costrutti di questo promotore con la regione codificante
per la proteina d’interesse, consentono 1’accumulo di grandi quantita dei prodotti genici (RNA e
proteine) in quasi tutti i tessuti della pianta trasformata. E I’affidabilita di tali livelli di
espressione che ha determinato 1’uso estensivo di questo promotore. Alcuni autori hanno
sostenuto che vi sono pericoli associati all’'uso di tale promotore, perché potrebbe favorire la
ricombinazione tra molecole di DNA (177). Tale affermazione era basata sull’osservazione, in
esperimenti biolostici di trasformazione del riso, della presenza di un Aot spot di ricombinazione
in questo promotore (178). Ho et al., sulla base di questa osservazione, sostennero che la
presenza di un /ot spot per la ricombinazione avrebbe causato una mobilita del promotore sia
nelle cellule vegetali sia in quelle animali. In queste ultime, avrebbe determinato se si fosse
inserito vicino ad un oncogene attivandolo, I’insorgenza di un tumore. E noto che il promotore
35S si puo esprimere in cellule umane a bassa concentrazione e in modo transeunte (179-180).
Tuttavia, in questi esperimenti sono state usate quantita notevoli di DNA, estraneo alle cellule
umane, contenente il promotore 35S, ed ¢ noto che i frammenti di DNA estraneo stimolano i
meccanismi di riparazione delle cellule favorendo, cosi, la ricombinazione. Infatti, ¢ noto, da
tempo, che la struttura del DNA integrato ¢ influenzata dalla quantita di DNA introdotto
inizialmente che determina il grado d’induzione del sistema di riparazione del DNA (181).
Inoltre, ¢ interessante notare che quando si usa un vettore di trasformazione piu naturale come
I’ Agrobacterium, il promotore 35S non si comporta come un Aot spot di ricombinazione, per cui
I’osservazione precedente ¢ probabilmente dovuta all’impiego della tecnica biolostica con la
quale s’introducono nella cellula quantita massicce di frammenti di DNA (182, 183).

Se si esamina la catena di eventi necessaria per confermare I’ipotesi di Ho et al., occorre
ricordare che consumiamo normalmente, con le piante non transgeniche, grandi quantita di
DNA contenente il promotore 35S. Il CaMV infetta vari membri della famiglia delle
Brassicacee (ravanello, cavoli, broccoli, cavolfiori, crescione, ecc). Si stima che il 10% di
queste piante sia infettato dal CaMV (184). In alcune indagini epidemiologiche 1’infezione ¢
stata riscontrata nel 50% delle piante (185) con ciascuna cellula infetta contenente decine di
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migliaia di copie del genoma virale, comprendenti sia DNA “nudo” che DNA nelle particelle
virali (186). Se il consumo di DNA contenente il promotore 35S fosse pericoloso, dovremo
temere piu le piante infette che quelle transgeniche (187).

13.8. Conclusioni

Il lavoro svolto dal progetto europeo TRANSVIR, Environmental impact assessment of
transgenic grapevines and plums on the diversity and dynamics of virus populations, sulla
diversita e la dinamica degli organismi non bersaglio, quali possono essere gli insetti vettori dei
virus, non ha rilevato differenze in campo aperto sulle popolazioni degli afidi, vettori ¢ non
(104, 188). Non hanno dimostrato differenze anche le ricerche su microorganismi del suolo
eseguite in piantagioni di papaia resistente al PRSV e piantagioni di controllo (189, 190) a
Taiwan, mentre alcune differenze sono state riscontrate in Cina (191). Nuove ricerche sono
necessarie per verificare se si tratti di un fenomeno significativo o transeunte (190).

La ricombinazione tra RNA transgenico ed RNA virale non ha ad oggi causato problemi
ambientali nel caso delle specie resistenti a virus gia coltivate su larga scala come la papaia e lo
zucchino (53, 192).

L’analisi delle proteine transgeniche del capside virale, espresse dalle piante resistenti ai
virus, ha dimostrato che non hanno effetti tossici od allergizzanti (3, 193) e che non vi sono
differenze nel profilo di espressione proteica tra pianta “vaccinata” e pianta non transgenica
libera da infezione (194). Grandi quantita di proteine virali vegetali sono ingerite
quotidianamente e ripetutamente dall’uomo, senza che nel corso del tempo siano state osservate
reazioni avverse (72).

Infine, da quanto sopra esposto, ¢ evidente che la “vaccinazione” transgenica delle piante ¢
un metodo efficiente di controllare le malattie virali delle piante stesse e che le tecniche
disponibili permettono di eliminare le cause di rischio dovute all’eteroincapsidazione e alla
ricombinazione, ma gli stessi risultati ci dicono che per le piante, resistenti a virus, che saranno
sviluppate in futuro, sard necessario monitorare accuratamente il flusso genico tra specie
compatibili.
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14. COESISTENZA TRA COLTURE TRANSGENICHE,
CONVENZIONALI E BIOLOGICHE

L’approvazione della coltivazione di nuove colture geneticamente modificate ha innescato
un dibattito sulla coesistenza tra le diverse forme di agricoltura (1-7).

La coesistenza puo essere definita come la capacita dell’agricoltore di compiere una scelta
pratica per ottenere produzioni che rispondano a criteri legali e/o a standard contrattuali di
purezza.

In Italia, I’opposizione al transgenico sostiene che ingenti danni verrebbero dall’adozione
delle coltivazioni transgeniche anche ai prodotti DOP (Denominazione d’Origine Protetta) e
IGP (Indicazione Geografica Protetta) indipendentemente dal fatto che si tratti di prodotti
vegetali o meno, o che le coltivazioni del transgenico siano effettuate con piante sessualmente
incompatibili con quelle protette.

14.1. Pratiche nell’agricoltura tradizionale

Nel vivace dibattito concernente le PGM, si dimentica spesso che varieta differenti della
stessa pianta sono convissute per generazioni e che la presenza avventizia (accidentale) ¢ stata
riconosciuta come una conseguenza casuale della coesistenza, che puo essere minimizzata, ma
non del tutto eliminata. Tutte le produzioni agricole commercializzate hanno qualche
percentuale di presenza avventizia, le cui soglie sono riconosciute da standard volontari e leggi.
Queste soglie hanno portato allo sviluppo di pratiche di coltivazione, raccolto e trasporto tali da
minimizzare gli incroci, la ricrescita della pianta coltivata come spontanea e il mescolamento
involontario (8). Le buone pratiche risultanti sono state sviluppate decadi fa per fornire semi
della stessa purezza anche se provenienti da sistemi agricoli differenti. A questo proposito ¢
interessante rilevare che esistono gia filiere controllate, su base contrattuale tra agricoltori e
imprese di trasformazione industriale, ad esempio per quanto riguarda gli alimenti per
I’infanzia, 1’orzo per la produzione della birra e il mais per la produzione dell’amido.

Negli USA, ad esempio, circa il 5% della superficie coltivata a mais ¢ dedicata a varieta
speciali (alto livello di amilasi, alto contenuto in oli, ecc.), mentre in Canada circa il 4% della
superficie coltivata a colza ¢ destinata alla colza ad alto contenuto di acido erucico per la
produzione di olii industriali ¢ alla varieta Nexera per la produzione di oli vegetali piu salubri e
stabili. Vi sono, percio, filiere distinte per prodotti non GM che coesistono, da molti anni, con la
filiera convenzionale, senza compromettere la purezza richiesta dalle varieta speciali.

Negli USA I’area destinata alla coltivazione del mais biologico ¢ aumentata, tra il 1999 e il
2002 del 187%, in particolare in Minnesota, [owa e Wisconsin, fino a raggiungere lo 0,4% della
superficie coltivata a mais, mentre nello stesso periodo, negli stessi Stati, la superficie coltivata
a mais GM aumentava del 270% fino a raggiungere il 36% del totale. Nonostante la
preponderanza delle superfici coltivate tradizionalmente o con il transgenico, rispetto al mais
biologico, non vi sono stati problemi di contaminazione. Dati analoghi si ottengono analizzando
le superfici coltivate a soia. A fronte del quadro tracciato sopra, i dati attualmente disponibili
indicano che le colture GM coesistono senza problemi economici ¢ commerciali con le colture
biologiche e convenzionali, anche perché negli USA la soglia di OGM permessa nel biologico ¢
del 5%.
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In Canada, invece, dove la soglia per il biologico ¢ dello 0%, sebbene la superficie coltivata
a colza (canola) biologica sia solo lo 0,04% del totale, € in corso un processo che un gruppo di
agricoltori biologici del Saskatchewan ha intentato nei confronti dei produttori della colza
resistente all’erbicida, affermando di non aver potuto vendere la propria produzione, per la
presenza accidentale di colza transgenica. Sempre in Canada, esiste una filiera controllata per la
colza ad alto contenuto di acido erucico (Colza HEAR), usata a scopi industriali. L’acido
erucico ¢ cardiotossico e rappresenta quindi un rischio se presente negli alimenti. I contratti per
la coltivazione della colza a basso contenuto di acido erucico richiedono che siano usate sementi
certificate prive di acido erucico, che le macchine agricole usate siano pulite ¢ segregate e che vi
sia una distanza d’isolamento dai campi coltivati con la varieta che contiene ’acido erucico.
Tale distanza, ad esempio, ¢ di 50 metri nel Regno Unito e di 100 m in Germania. La distanza,
adottata in Germania, consente di avere lotti per I’alimentazione umana con meno dello 0,2% di
colza HEAR (9). Nell’'uso comune la presenza di acido erucico nell’olio di colza, destinato
all’alimentazione umana, ¢ tollerata se sotto al 2%.

In Europa, la coesistenza di mais transgenico con il biologico ¢ stata valutata in Spagna. In
questo Paese, tra il 1998 ¢ il 2003 ¢ stato coltivato il mais resistente agli insetti (Bt), varieta
Comba CB, della Syngenta su una superficie di circa 25.000 ettari pari al 5% della superficie
totale coltivata a mais che ¢ pari a 460.000 ettari. Nel 2003, il Governo Spagnolo ha approvato
per la coltivazione altre 5 varieta di mais transgenico e la superficie utilizzata ha raggiunto il 7%
del totale. Agli agricoltori spagnoli ¢ stato raccomandato di utilizzare delle zone rifugio,
coltivate con mais non transgenico, pari al 20% della superficie coltivata, nel caso in cui la
coltivazione superasse i 5 ettari. E stato, inoltre, raccomandato di piantare almeno 4 file di mais
convenzionale tra il transgenico e altro mais “vulnerabile” come il mais biologico o quello che
deve essere certificato libero da OGM. Tuttavia agli agricoltori non viene raccomandato di
raccogliere separatamente le diverse filiere. L’esperienza spagnola dimostra che non vi sono
problemi di coesistenza tra agricoltura transgenica e convenzionale, mentre non si possono
trarre conclusioni per 1’agricoltura biologica, essendo le superfici, coltivate a mais biologico,
molto piccole (le stime parlano di 100-1.000 ettari).

Un altro esempio di filiera controllata ¢ dato dalla coltivazione del grano perché, in Italia, le
paste secche possono essere prodotte solo con grano duro. Tuttavia, ¢ sempre possibile trovare,
a causa di contaminazioni accidentali dopo il raccolto, piccole percentuali di grano tenero nelle
partite di grano duro e viceversa. Per tale motivo produttori e trasformatori si sono accordati su
una soglia massima di grano tenero nel grano duro del 3%. Questa soglia ¢ stata poi
ufficializzata dal DPR 9 febbraio 2001, n. 187: “Regolamento per la revisione della normativa
sulla produzione e commercializzazione di sfarinati e paste alimentari, a norma dell’articolo 50
della legge 22 febbraio 1994, n. 146” (Gazzetta Ufficiale n. 117 del 22 maggio 2001).

14.2. Aspetti regolatori

L’UE definisce la coesistenza come: “capacita degli agricoltori di operare una libera scelta
tra agricoltura convenzionale, biologica o transgenica, nel rispetto degli obblighi legali materia
di etichettatura e di norme di purezza” (10). Il Regolamento (CE) 1829/2003 e Ia
raccomandazione della Commissione del 23 luglio 2003 costituiscono la base legale per la
coesistenza nell’UE (10, 11). L’art. 43 di tale Regolamento affida agli Stati Membri il compito
di adottare misure adeguate per evitare la presenza accidentale di materiale OGM in altri
prodotti. Questi provvedimenti suggeriscono di non adottare misure di coesistenza che vadano
oltre la soglia prevista per I’etichettatura dei prodotti contenenti OGM, pari allo 0,9%.

249



Rapporti ISTISAN 16/34

La maggior parte delle Regioni italiane vieta la coltivazione di PGM aderendo allo European
GMO-Free Regions Network (http://gmo-free-regions-nrw.de).

Emerge dalla regolamentazione degli Stati europei che le distanze di isolamento previste per
evitare la contaminazione cosi come le norme amministrative della coesistenza, e le norme per
la responsabilita per le perdite economiche dovute al mescolamento accidentale sono un vero e
proprio mosaico, come si evince dalle distanze di isolamento prescritte (Tabella 26).

Tabella 26. Distanze di isolamento prescritta tra PGM e piante non GM

Stato Membro Distanza d’isolamento tra PGM e piante non GM
Austria Non disponibile

Belgio Mais: Fiandre 200 m; Vallonia 300-600 m.

Bulgaria 30 km

Ceca, Repubblica Mais 70 m, o 35 file di mais convenzionale come barriera.
Mais biologico 200 m, o 100 m e 50 file come barriera
Patata 3-10 m.
Patata biologica 20 m.

Danimarca Mais 200 m.
Barbabietola 50 m; 2000 m per le aree destinate alla produzione di seme.
Patata 20 m.

Finlandia Orzo, frumento e avena 0,5 m.

Segale 300 m; 600 m per la segale biologica.
Colza 200 m; 400 m per la colza biologica.
Barbabietola, nessun isolamento.

Patata 5-10 m.

Erbe da foraggio 200 m.

Francia Mais 50 m sia per il convenzionale che il biologico
Germania Mais 150 m; 300 m per il biologico (distanze riducibili se gli agricoltori vicini sono
d’accordo).
In Brandemburgo e Sassonia, 800-1000 m dai rifugi della fauna selvatica.
Irlanda Mais 50 m; 75 m per il biologico.

Barbabietola 6 m; 9 m per il biologico.
Patata 20 m; 30 m per il biologico e 40 per i campi dove si producono semi biologici.
Frumento e orzo 6 m; 9 m per il biologico e 12 m per i campi dove si producono semi

biologici.
Italia Mais 200-1000 m
Soia 50-200 m
Lettonia Mais 200 m; 400 m per il biologico.

Colza 4000 m; 6000 m per il biologico.
Barbabietola 100 m; 300 m per il biologico.
Patata 20 m; 100m per il biologico.

Lituania Mais 200 m.
Barbabietola 50 m.
Patata 20 m.

Lussemburgo Mais 800 m.
Barbabietola 2000 m.
Colza 3000 m.

Paesi Bassi Mais 25 m; 250 per il biologico.
Barbabietola 1,5 m; 3 m per il biologico.
Patata 3 m; 10 per il biologico.

segue
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continua

Stato Membro Distanza d’isolamento tra PGM e piante non GM

Polonia Mais 200/300 m.
Barbabietola 100 m; 3000 m per la produzione di semi.
Patata 50 m.

Portogallo Mais 200 m; 300 m per il biologico.

Slovacchia Mais 200 m; 300 per il biologico (pud essere ridotto di 2 m per ogni fila tampone
utlizzata).
Barbabietola 50 m.
Colza 400 m (puo essere ridotto di 2 m per ogni fila tampone utlizzata).
Patata 20 m.

Slovenia Non disponibile

Spagna Mais 50 m; 300 m per la produzione di sementi. Le distanze non sono necessarie se
le prime 4 file del mais convenzionale vicino sono OGM o se il mais vicino ha un
diverso periodo di fioritura

Svezia Mais 25 m se da seme; 15 m se da silos; la distanza raddoppia se il mais contiene
piu di un transgene.
Patata 2 m.

Regno Unito Mais da foraggio 80 m.
Mais da granella 110 m.
Colza 35 m.

Romania Mais 200 m.

Ungheria Mais 400-800 m.

Svizzera Moratoria in atto

Estonia, Malta, Non hanno ancora stabilito norme in materia

Cipro

14.3. Aspetti economici

Gli unici agenti in grado di identificare i prodotti transgenici sono i produttori di semi e gli
agricoltori che decidono di usarli. Un agricoltore che non usa semi GM non ha modo di sapere se i
semi che vuole piantare siano transgenici o meno. E ragionevole pensare che lo stesso problema
riguardi il consumatore di un prodotto agricolo trasformato o meno. Nasce, quindi, il problema di
assicurare la scelta dell’agricoltore per il tipo di produzione desiderato a fronte della possibilita
della presenza avventizia (non intenzionale) delle PGM in produzioni non GM e viceversa. Questo
problema ¢ legato anche alle scelte del consumatore che potra scegliere tra alimenti GM e alimenti
non GM, non solo sulla base di un sistema di tracciabilita ed etichettatura efficace, ma anche sulla
base di un’agricoltura capace di offrire diversi tipi di prodotti.

I Ministri dell’Agricoltura degli Stati Membri dell’UE, riconoscendo la difficolta di
assicurare lo 0% di contaminazione, hanno stabilito, nel 2007, delle soglie di tolleranza per la
presenza accidentale, o tecnicamente non evitabile, di materiale GM autorizzato in alimenti. La
soglia di tolleranza ¢ stata fissata nello 0,9% e si applica sia ai prodotti dell’agricoltura OGM e
convenzionale che all’agricoltura biologica; il che significa che un prodotto biologico con un
contenuto accidentale inferiore allo 0,9% di transgenico, pud ancora essere etichettato come
biologico. Questa soglia ¢ priva di significato scientifico, perché essendo le PGM valutate come
sicure per la salute umana e per I’ambiente prima dell’immissione in commercio, la soglia di
tolleranza non ¢ correlata a problemi di sicurezza. Invece, la soglia riflette un equilibrio politico
tra la possibilita di scelta del consumatore e 1’attendibilita dei metodi d’analisi, per i quali pit
bassa ¢ la soglia, piu grande ¢ I’errore analitico. La soglia rispecchia anche le richieste
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confliggenti delle societa sementiere e agro-alimentari di tenerla alta e quella dei gruppi
ambientalisti e dei consumatori di tenerla la piu bassa possibile. Quando la soglia di tolleranza
viene superata, il prodotto mischiato dovra, nell’UE, essere etichettato come contenente un
organismo geneticamente modificato.

Un prodotto contenente tracce di PGM potrebbe spuntare prezzi di mercato piu bassi,
soprattutto nel caso di prodotti biologici, ma anche nel caso di prodotti convenzionali, a causa
del valore di mercato piu alto per i prodotti biologici. Il danno economico puo essere aggravato
dalla perdita della certificazione biologica, che preclude 1’acceso a questo segmento di mercato.
Nel caso di prodotti convenzionali, I’etichettatura PGM puo influenzare 1’accettabilita del
mercato se il consumatore preferisce i prodotti senza OGM. La coesistenza si estende per
I’agricoltore dalla fattoria al primo punto di vendita (es. il silo elevatore), per cui tutto cid che ¢
venduto dall’agricoltore deve rispondere alle norme di etichettatura quando arriva al primo
punto di vendita.

I problemi economici della coesistenza sono stati esaminati sotto diversi aspetti: dalle misure
per rimanere sotto alle soglie di tolleranza (5, 6, 8, 12-16); alla fattibilita e ai costi di attuare tali
misure (5, 17-20); ai costi di separazione tra le colture e alla potenziale perdita di reddito nel
caso di mescolamento accidentale dei prodotti (21-23); ai costi della coesistenza (24, 25).

La coesistenza acquista significato solo se nella comunita degli agricoltori “coesistono” due
diversi incentivi economici; se uno di essi manca, non esiste un problema di coesistenza. Un
agricoltore decidera di piantare PGM solo se i benefici derivanti da questa coltura eccedono i
costi d’adozione delle misure di coesistenza. In qualunque sistema di conservazione dell’identita
(purezza delle sementi, certificazione biologica), gli agricoltori che vogliono preservare la
qualitda di un prodotto specifico sono responsabili dell’adozione delle misure necessarie. Al
contrario, nell’UE, gli agricoltori che coltivano piante non GM, non hanno alcun obbligo di
adottare misure di coesistenza che sono invece responsabilita di chi coltiva PGM. Tuttavia gli
agricoltori che coltivano piante non GM, potrebbero avere un incentivo economico ad adottare
misure di coesistenza se sperano di ricevere un premio economico per i loro prodotti.

I sistemi, adottati dagli Stati Membri, e sintetizzati nella Tabella 27, impongono
all’agricoltore che voglia usare PGM di adottare una serie di regole ex ante prima di andare in
campo e di eventualmente dover affrontare dei costi di responsabilita ex post. Le regole ex ante
adottate dagli Stati Membri richiedono nella maggioranza dei casi che 1’agricoltore riceva
un’autorizzazione ufficiale prima di piantare PGM. L’Austria, e le linee guida delle Regioni
italiane richiedono che ogni singolo campo e pianta GM siano autorizzate dalle autorita locali.
Ungheria, Irlanda e Slovacchia sono orientate verso procedure simili. La Repubblica Ceca
invece non ha in pratica regole ex ante. La maggior parte degli Stati Membri prevede una
registrazione delle aree utilizzate in registri pubblici, I’informazione agli agricoltori vicini e ai
proprietari dei terreni e la tenuta di un apposito quaderno di campagna. Ungheria e Slovacchia
prevedono anche il consenso scritto degli agricoltori vicini (26-28).

In generale, le procedure di autorizzazione, e i doveri di registrazione e informazione,
trasferiscono il diritto di decisione dall’agricoltore alle autorita pubbliche, in netto contrasto con
la liberta di scelta sostenuta dalla Commissione europea, ¢ impongono dei costi notevoli
all’agricoltore stesso. Anche le distanze minime di separazione, previste dai differenti Stati
Membri, imporranno dei costi di transazione diversi secondo la dimensione della fattoria e del
numero dei vicini, piu piccola ¢ la fattoria, maggiori sono i costi di transazione per ottenere il
consenso dei vicini (5). Tuttavia, le distanze minime di separazione possono ridurre in maniera
significativa i costi di responsabilita ex post. A questo proposito, il Lussemburgo richiede che
I’agricoltore copra con un’assicurazione appropriata gli eventuali danni derivanti ai vicini dal
co-mescolamento. Ad oggi, non vi sono societa di assicurazione che negozino contratti in
materia.
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Tabella 27. Obblighi ex ante che regolano la coesistenza negli Stati Membri della UE*

Obblighi ex ante Adottati o in fase di adozione

1. Procedure di approvazione

1.1 Divieto di coltivazione in aree specifiche AT, DE. HU, LU, PT, SK
1.2 Approvazione di ogni campo AT, HU, IE, IT, SK
1.3 Formazione obbligatoria pagata dall’agricoltore OGM DK, HU, IT, SK
1.4 Consensi obbligatori del proprietario e dei vicini AT, BE, HU, LU, SK
2. Doveri di registrazione e informazione
2.1 Registrazione delle aree in basi di dati pubbliche AT, DE, DK. EE, LV, LT, SK
2.2 Registrazione delle aree in basi di dati pubbliche, ad accesso  PT, ES, FI, FR, HU, IT, NL, PL
ristretto
2.3 Informazione agli agricoltori vicini e ai proprietari AT, DK, HU, NL, PL, SK
2.4 Tenuta di un apposito registro CZ, DE, DK, ES, FR, HU, IT, NL,
PL, PT
3. Misure di segregazione
3.1 Distanze minime richieste AT, CZ, DE, DK, ES, FR, HU, IT,
NL, PL, SK
3.2 Zone tampone AT, CZ, ES, FR, PL, SK
3.3 Intervalli di rotazione EE, LT, SE

4. Obblighi assicurativi
4.1 Fondo di compensazione pagato dall’agricoltore OGM in base DK
agli ettari coltivati integrato da un sostegno governativo
4.2 Fondo di compensazione pagato dalle parti private interessate |E, FR, NL, PT, UK
4.3 Obbligo di accensione di un’assicurazione contro i danni AT, IT, LU

*Rielaborata da 26.

AT: Austria; BE: Belgio; CZ: Repubblica ceca; DK: Danimarca; DE: Germania; EE: Estonia; ES: Spagna; Fl: Finlandia;
FR: Francia; HU: Ungheria; IE: Irlanda; IT: Italia; LV: Lettonia; LT: Lituania; LU: Lussemburgo; NL: Paesi Bassi;

PL: Polonia; PT: Portogallo; SE: Svezia; SK: Slovacchia; UK: Regno Unito

Altri Stati hanno previsto Distituzione di fondi di compensazione. In Danimarca,
I’agricoltore che pianta PGM deve contribuire ad un fondo di compensazione, calcolato sulla
superficie utilizzata, per perdite economiche che non possono essere attribuite alla sua
responsabilita. Nei Paesi Bassi, al fondo di compensazione contribuiscono tutte le figure
interessate: agricoltori che piantano PGM, agricoltori biologici, industrie sementiere, industrie
biotecnologiche (29).

Nei costi ex post occorre considerare anche i costi delle analisi molecolari volte a dimostrare
un eventuale mescolamento tra PGM e piante non GM ai fini di una rivendicazione di danno. In
tutte le giurisdizioni tali costi devono essere sostenuti da chi rivendica il danno, fermo restando
il riconoscimento degli stessi da parte dei tribunali nel caso che il danno rivendicato sia
riconosciuto. Nel caso dei transgenici, alcuni Paesi hanno attribuito all’agricoltore PGM 1’onere
della prova (Tabella 28). I differenti sistemi di responsabilita adottati a livello europeo possono
diventare un problema nel caso di contaminazione transfrontaliera. E vero che la Corte di
Giustizia Europea si ¢ sempre attenuta al principio del diritto romano lex loci delicti commissi,
ma ¢ chiaro che gli agricoltori che operano vicino ai confini dovranno tener conto delle
prescrizioni, in termini di distanze, dello Stato limitrofo.

Tecnicamente il controllo dell’assenza/presenza di PGM richiede la separazione delle filiere,
anche se la cosiddetta tolleranza zero per le PGM ¢ scientificamente inconcepibile e
tecnicamente irrealizzabile. La separazione degli ingredienti, infatti, puo essere falsata dal flusso
genico tra coltivazioni, il mescolamento accidentale dei lotti durante la conservazione, il
trasporto e la produzione. L.’agricoltore deve separare e identificare i campi di coltivazione e i
lotti raccolti e la loro conservazione.
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Tabella 28. Responsabilita ex post che regolano la coesistenza negli Stati Membri del’UE*

Obblighi ex post Adottati o in fase di adozione
1. Responsabilita legale per danni

1.1 Responsabilita basata sul codice civile CZ, ES, HU, SK

1.2 Responsabilita basata su colpa AT, DK, FR, NL

1.3 Responsabilita stringente dell’agricoltore OGM AT, DE, IE, PI, UK

1.4 Responsabilita congiunta DE

2. Prova del danno
2.1 Onere della prova a carico dell’agricoltore OGM AT, DE, FR, IT**
2.2 Onere della prova a carico di chi si ritiene danneggiato |E, UK

3. Sanzioni
3.1 Multe per omissione degli obblighi ex ante AT, CZ,ES, FR, IT, LV, LT, LU, PL, PT, SK

*Rielaborata da 26.

**Per I'ltalia, dove non esistono misure di coesistenza approvate, si & fatto riferimento al documento “Linee guida per le
normative regionali di coesistenza tra colture convenzionali, biologiche e transgeniche”.

AT: Austria; CZ: Repubblica ceca; DK: Danimarca; DE: Germania; E: Irlanda; ES: Spagna; FR: Francia; HU: Ungheria;

IT: ltalia; LV: Lettonia; LT: Lituania; LU: Lussemburgo; NL: Paesi Bassi; PL: Polonia; PT: Portogallo; SK: Slovacchia;

UK: Regno Unito

Questa organizzazione richiede una separazione degli strumenti utilizzati, ed ¢ per questo
molto costosa e poco flessibile. Richiede, inoltre, un accordo condiviso da tutti i componenti
della filiera e una delega di governo del sistema ad un organismo centralizzato che abbia una
qualche forma di autoritda su tutti i partner coinvolti (es. una catena di supermercati,
un’organizzazione per 1’agricoltura biologica, organizzazioni di agricoltori, societa sementiere).
L’efficienza del sistema richiede dei controlli appropriati su tutti i punti della filiera, a partire
dal materiale grezzo.

A causa di questa natura “nascosta” delle PGM, il metodo piu efficace per garantire il
sistema informativo ¢ la certificazione di tutta la filiera agro-alimentare da parte di un ente
certificatore terzo. Il sistema fino a questo momento ha lavorato solo indicando la tracciabilita
d’origine o la tracciabilita di processo. Ora, con le PGM diventa necessario applicare entrambe
le tracciabilita. II livello dei costi per assicurare la coesistenza € determinato, percio, anche dai
meccanismi adottati per evitare il mescolamento con PGM ed eliminare i lotti mescolati.
Accanto ai costi di separazione dobbiamo calcolare i costi di garanzia per le procedure
informative che assicurino il consumatore che I’identita non OGM sia preservata nella filiera.

Anche il completo dispiegamento di tutte le misure sopra indicate non tutela completamente
il consumatore, perché questi non ha modo di accertare se I’informazione ricevuta
dall’etichettatura ¢ accurata. Infatti, I’informazione tra venditore e consumatore pud essere
asimmetrica a causa di comportamenti opportunistici, il venir meno del coordinamento
necessario tra stadi di produzione e la difficolta dei controlli. La domanda da porsi prima di
adottare le misure sintetizzate nelle Tabelle 26-28 ¢ percio: “quale organizzazione economica ¢
capace di mantenere separate le filiere OGM da quelle non OGM?”

14.4. Aspetti tecnico-scientifici

Gli studi, pur numerosissimi, sulla coesistenza di piante transgeniche e convenzionali,
adottano piani sperimentali diversi e pongono ’accento, comunemente, sul problema del flusso
genico. E possibile, tuttavia da tali studi ricavare un’indicazione sui fattori significativi per la
valutazione dei problemi tecnico-scientifici posti dalla coesistenza.
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La presenza accidentale di una coltura in un’altra o di materiale indesiderato puo essere
dovuta ad una molteplicita di fattori:

— impurezze nelle sementi;

— dispersione del polline tra particelle limitrofe, a distanze pit o meno grandi in funzione

della specie;

— mescolanza di colture, durante il raccolto o nelle operazioni che seguono il raccolto,

dovuto all’uso comune delle attrezzature;

— piante spontanee prodotte dalle sementi che rimangono nel terreno;

— metodi di trasporto e di trasformazione.

Questo complesso di situazioni pratiche rende inevitabile che 1 prodotti agricoli
commercializzati abbiano una presenza accidentale di materiale estraneo.

Le sementi, utilizzate in Italia, sono ottenute sotto il controllo del Centro di Sperimentazione
e Certificazione delle Sementi (SCS), afferente al Consiglio per la Ricerca e la Sperimentazione
in Agricoltura (CRA) , attraverso una serie di passaggi dal materiale di base al seme certificato.
Un seme certificato ¢ un seme geneticamente distinguibile, uniforme e stabile, prodotto in
condizioni di moltiplicazione verificate. Durante la produzione ¢ necessario che siano
mantenute delle distanze minime tali da impedire il rischio di mescolanze con semi di altre
specie od altre varieta della stessa specie al momento del raccolto. Al termine della produzione,
le sementi vengono analizzate, se necessario pulite, ed etichettate.

I1 seme certificato garantisce all’agricoltore:

— purezza della varieta;
standard minimi legali per la purezza tecnica e il livello di germinabilita;

— standard minimi legali per la presenza di semi di altre specie;

— massimo contenuto d’umidita.

Analogamente a quanto avviene per le sementi, sono prefissate anche le soglie di tolleranza
massima per i materiali contaminanti il prodotto finale da destinare al consumo. Tali
contaminanti possono essere costituiti da sementi di altre colture, da materiale erbaceo, da erbe
infestanti, insetti e da sporcizia; la soglia di contaminazione ammessa, ad esempio dai
disciplinari della Camera di Commercio di Milano, ¢ del 3% per il mais e del 2% per il grano. Si
comprende bene come, anche se la contaminazione fosse dovuta solamente ai semi di un’altra
coltura, magari non commestibile, i contratti commerciali per prodotti sia dell’agricoltura
biologica sia convenzionale, tollerano contaminazioni ben al disopra dello 0,9% fissato per le
PGM.

Nessuna operazione di raccolto rimuove completamente la pianta coltivata dal terreno. E
stato stimato che il 5% dei semi/tuberi rimanga nel terreno dopo il raccolto. Nel caso di semi
piccoli come quelli della colza, si trovano nei terreni coltivati da 5.000 a 10.000 semi per metro
quadrato. Una certa dispersione di semi, sia prima sia durante il raccolto ¢ praticamente
inevitabile; nella maggioranza dei casi i semi sono dispersi vicino alla pianta coltivata. I semi
dispersi possono sopravvivere a lungo nel suolo in dipendenza dalle condizioni climatiche
dell’anno e dalla temperatura e umidita del suolo stesso. I semi rimasti nel terreno hanno il
potenziale per germinare in seguito, alla presenza delle giuste condizioni di umidita e
temperatura. Possono, invece, diventare dormienti se esposti a stress, come la mancanza d’acqua
¢ la bassa temperatura, od esposti al buio, mediante aratura. Misure di laboratorio indicano che i
semi possono persistere a lungo nel terreno (Tabella 29).

Tuttavia, nella pratica, il numero dei semi, che rimangono vitali nel terreno, ¢ limitato dal
fatto che, nei nostri climi, molti semi germinano in autunno e le pianticelle risultanti non
resistono alle temperature invernali. Inoltre, il controllo delle spontanee ¢ generalmente
effettuato dall’agricoltore come buona pratica agronomica.
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Tabella 29. Sopravvivenza massima osservata (anni) dei semi nel suolo

Sopravvivenza Pianta
<1 anno Avena (Avena sativa), frumento (Tritricum aestivum), mais (Zea mais),
segale (Secale cereale), cipolla (Allium cepa)
1-4 anni Orzo (Hordeum vulgare), loglio (Lolium perenne)
1->10 anni Loglio (Lolium multiflorum), erba medica (Medicago sativa),
carota (Daucus carota)
5->20 anni Colza (Brassica napus), barbabietola da zucchero e da foraggio (Beta vulgaris),

trifoglio (Trifolium pratense e T. repens), sedano rapa (Apium graveolens),
patata (Solanum tuberosum)

Molti semi sulla superficie del terreno saranno mangiati dagli uccelli e altri animali o
distrutti dall’attacco dei funghi. Vi sono poi semi che sopravvivono nel terreno per poche
settimane (da 2 a 8) dopo il raccolto, come il riso (Oryza sativa e O. glaberrima). La persistenza
dipende strettamente dalle pratiche agronomiche. Ad esempio, nel caso della colza, la
sopravvivenza ¢ del 60% se si ara il terreno subito dopo il raccolto, mentre scende sotto all’1%,
dopo un mese, in assenza di aratura (30).

14.4.1. Colza

La colza (Brassica napus) e la senape nera (Brassica rapa), in Italia, sono specie introdotte,
distribuite dalla pianura al piano montano (1.000 m), inselvatichite negli incolti, come piante
ruderali e infestanti. Sporadica, prevalentemente nel centro Italia, ¢ invece Brassica oleracea
dall’incrocio spontaneo della quale con Brassica rapa, si ritiene derivi la colza. L’incrocio,
percio, di Brassica napus con le specie selvatiche o inselvatichite ¢ sempre possibile se vi €
sovrapposizione dei periodi di fioritura. In particolare 1’incrocio tra Brassica napus e Brassica
rapa ¢ capace di diventare permanente, a differenza dell’incrocio di Brassica napus con le
specie selvatiche compatibili (1).

In Germania studi condotti su semi di colza transgenica hanno dato dei risultati contrastanti.
Nel caso di una colza resistente al glufosinato d’ammonio, semi transgenici sono stati recuperati
dal terreno 5 anni dopo la coltivazione (31). Nel caso di altre cultivar resistenti al glufosinato, la
sopravvivenza dopo due anni dall’incorporazione nel suolo era minima, € comunque piu bassa
di quella di cultivar convenzionali usate come controllo (32). I semi transgenici recuperati dai
campi erano vitali, solo se I’ultima coltivazione non era piu vecchia di 5 anni, e non tutti i semi
erano transgenici, a causa della segregazione F,, dovuta alla natura ibrida dei semi stessi (33).

Nella varieta di colza, detta canola, coltivata in Canada, 1 ricacci di colza sono abbastanza
frequenti (34), e altrettanto frequente ¢ I’impollinazione incrociata tra varieta della stessa pianta
(35) anche a distanze di 800 e 2.500 metri (36). Tanto ¢ vero che, vi ¢ stata una prevedibile
diffusione del transgene nella canola, dopo l’adozione della canola resistente all’erbicida
glifosato (Roundup Ready). Nel Canada occidentale, nel 2003, il 48% della canola coltivata era
resistente a questo erbicida. Inoltre, gli agricoltori fanno un uso estensivo del glifosato in
primavera per controllare le infestanti prima della semina. In questo modo si crea una forte
pressione selettiva a favore dei ricacci di canola con il gene della resistenza al Roundup Ready.
Questi ricacci hanno una fittezza migliore di quelli non resistenti, in presenza dell’erbicida, per
cui la loro frequenza aumentera rapidamente (37).

Nel Regno Unito, in uno studio durato tre anni, si € vista una diminuzione rapida della
fecondazione incrociata all’aumentare della distanza; diminuzione seguita da una lunga coda,
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dovuta piu agli insetti impollinatori che al trasporto del polline da parte del vento. Vi era una
forte variabilita della frequenza di fecondazione incrociata con la stagione, ma in un caso si €
trovata fino a 26 km di distanza (38). Tuttavia, I’agente impollinatore non era il vento perché i
fiori catturano il polline solo quando sono aperti controvento, infatti, i petali schermano
completamente lo stigma. In generale fiori si aprono contemporaneamente disponendosi
radialmente rispetto al gambo e in una posizione chiusa al vento prevalente.

Nel caso della colza il co-mescolamento tra PGM e piante non GM ¢ strettamente dipendente
dalla banca dei semi nel suolo, cio¢ dai semi vitali o dalle propagule presenti nel suolo e capaci di
ricostituire le piante da cui derivano; mentre si pud controllare la presenza di semi ibridi, presenti
in quelli usati per la semina, semplicemente avendo 1’accortezza di far germogliare i semi per due
settimane prima della loro coltivazione, perché 1'uniformita delle condizioni, necessarie per la
germinabilita riduce la fittezza degli eventuali ibridi durante la coltivazione (39).

Inoltre, per ridurre le dimensioni della banca di semi presente nel suolo si puo ricorrere alla
zappatura tra le file di coltivazione (40) o ad un’aratura post raccolto dilazionata nel tempo (41,
42). Infatti, in assenza di semi nel suolo, la presenza di ricacci ¢ effimera e transeunte (43).

14.4.2. Barbabietola da zucchero/foraggio

La barbabietola ¢ auto-incompatibile, impollinata dal vento e produce, con un periodo di
fioritura lungo, una grande quantita di polline. In Italia, ¢ necessario gestire efficacemente la
coltivazione della barbabietola transgenica per la presenza di specie selvatiche sessualmente
compatibili (Beta maritima).

La specie coltivata ¢ una biennale che produce le radici, usate nel primo anno per la
produzione, zucchero o foraggio, e nel secondo anno dei fiori e quindi dei semi. La pianta viene
raccolta nel primo anno, prima che possa fiorire e produrre semi. In alcuni casi, pero, in
dipendenza dalla temperatura e dalla varieta usata, la pianta fiorisce anche nel primo anno, e se
la fioritura non ¢ strettamente controllata vi ¢ la possibilita di flusso genico tra la specie
coltivata (OGM o meno) e la specie selvatica, che fiorisce annualmente (44). In genere, gli
agricoltori rimuovono a mano lo scapo fiorale, una volta formato, per evitare che lo zucchero
accumulato nel tubero sia consumato per produrre i fiori, eliminando cosi una possibile fonte di
incrocio dovuto al polline.

La specie selvatica produce una grande quantita di semi, invece del tubero, e la sua
compatibilita fisiologica con la pianta coltivata favorisce la formazione d’ibridi, che
rappresentano un problema nelle aree del sud della Francia e del nord Italia, dove sono prodotte
le sementi usate in tutta Europa. Tuttavia, misure effettuate in campo aperto, sia in Germania
(45) sia in Francia (46), hanno dimostrato che, in termini di coesistenza, il flusso genico tra
piante transgeniche e piante coltivate non transgeniche rappresenta problema maggiore, che non
quello tra piante transgeniche e la controparte selvatica. Inoltre, in Danimarca, si € visto che la
biodiversita, sia in termini di flora sia di fauna, € piu ricca nei campi di barbabietola transgenica
rispetto ai campi coltivati tradizionalmente (47). In generale, la coesistenza nel caso della
barbabietola riguarda i semi e non il tubero che puo essere raccolto in modo da evitare il co-
mescolamento tra PGM e piante non GM.

La soglia europea, per le impurezze che possono essere presenti nelle sementi di
barbabietola, ¢ 1o 0,2%, il che significa I’introduzione potenziale di 200 semi di barbabietola
selvatica per ettaro. La barbabietola selvatica ha potenzialmente una grande capacita di
disperdere, nello spazio e nel tempo, la caratteristica transgenica, perché ¢ molto competitiva,
fiorisce prima di quella coltivata e i suoi semi possono persistere piu a lungo nel suolo. Se il
transgene si diffonde mediante un’infestazione della specie selvatica, questo fatto puo
compromettere la coesistenza per 10 anni a causa della persistenza dei semi nel terreno come
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osservato dal progetto europeo Sustainable Introduction of GMOs into European Agriculture
(SIGMEA) (descritto in http://wwwé6.inra.fr/sigmea/Outcomes/3.-Environmental-impacts-of-
GM-crops).

14.4.3. Cereali

Le piante autogame, come il frumento, hanno una bassa frequenza d’incrocio e conseguente
flusso genico, anche quando sono coltivate vicine (48-50). Tuttavia, tale flusso aumenta
esponenzialmente al diminuire del numero di piante per m* (51). Il flusso genico puo, invece,
diventare significativo in caso di ricacci di piante transgeniche, dovuti alle coltivazioni
precedenti, in ragione dell’emergenza temporale dei ricacci stessi e quindi dell’eventuale
sincronia di fioritura con la varieta coltivata (52). Tutte le prove di campo hanno dimostrato che
i semi di frumento, presenti nel terreno dopo il raccolto di giugno, danno origine a nuove piante
da 14 a 15 mesi dopo il raccolto stesso, cio¢ in generale nel mese di settembre (53). Anche nella
stagione successiva, la maggior parte dei ricacci emerge tra agosto e settembre. Il fenomeno ¢
dovuto al fatto che i semi dei cereali richiedono una pausa temporale dopo la maturazione
affinché possano germinare (54). Tale pausa temporale ¢ molto variabile in dipendenza dalla
varieta coltivata e dalle condizioni ambientali. Molto variabile ¢ anche 1’emergenza dei ricacci a
seconda che i campi vengano arati o meno dopo il raccolto. In assenza di aratura, il numero dei
ricacci ¢ cinque volte maggiore rispetto all’aratura che seppellisce i semi nel terreno; pero, piu &
profonda I’aratura, maggiore ¢ la sopravvivenza dei semi.

11 successo nella gestione dei ricacci transgenici, vista la variabilita descritta sopra, dipendera
in larga misura dalla frequenza con cui il frumento transgenico viene ruotato con altre
coltivazioni. Intervalli lunghi tra una coltivazione di frumento transgenico e 1’altra ridurranno la
probabilita di ricacci. Infatti, per controllare i ricacci, ¢ stato suggerito un ciclo di 4 anni,
ruotando con piante differenti come il mais e il girasole (55).

Anche nel caso dell’orzo il flusso genico tra piante vicine ¢ basso (56), anche se i semi
d’orzo, con una capacita di sopravvivenza nel suolo, fino a 4 anni, possono dare origine a
ricacci, dilazionati nel tempo, capaci di potenziale flusso genico (53).

La coesistenza per i cereali richiede quindi una gestione accurata per evitare i ricacci.

14.4.4. Patata

La patata coltivata (Solanum tuberosum) ¢ originaria del Sud America e non appartiene alla
flora italiana, anche se in Italia vi sono alcune selvatiche, imparentate come I’erba morella
(Solanum nigrum), di origine asiatica, e la morella rampicante (Solanum dulcamara), presenti in
tutto il territorio, la prima in pianura e la seconda nei boschi ripariali.

La patata ¢ propagata per via vegetativa con i tuberi. L’incrocio tra varietd gioca un ruolo
solo nei processi di selezione per la produzione di semi. Inoltre, la patata ¢ principalmente
un’autoimpollinante e il flusso del polline, mediato dal vento o dagli insetti, ¢ limitato a 5-10 m
dal bordo della coltivazione; risultati confermati anche nel rilascio sperimentale della patata
Amflora, nei quali I’incrocio era dello 0,7% a 1,5 m dalla pianta transgenica e zero a 5 m dalla
stessa (1). L’incrocio tra patata GM e convenzionale non ha conseguenze immediate sul
prodotto raccolto: solo se il seme cosi formato ¢ capace di crescere e di riprodursi nella forma di
tubero puo originare del co-mescolamento per I’emergenza di ricacci in un raccolto successivo.
I tuberi sono sensibili al freddo e non sopravvivono ad inverni rigidi. Il rischio veramente basso
d’incrocio ¢ tale da non richiedere distanze minime di separazione tra patate GM e patate non
GM.
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14.4.5. Mais

Lo European Coexixtence Bureau ha pubblicato le linee guida per assicurare, in Europa, la
coesistenza del mais GM con il mais convenzionale e biologico (57). Il documento comunitario
raccomanda distanze d’isolamento decrescenti all’aumentare della percentuale di
comescolamento desiderata. Ad esempio, per mantenere la soglia comunitaria dello 0,9%
propone un intervallo da 15 a 50 m per il consumo in chicchi e da 0 a 25 m per il consumo
dell’intera pianta; essendo gli intervalli dovuti alle differenti condizioni climatiche delle aree
europee di coltivazione del mais.

A causa del lungo periodo di domesticazione, il mais non puod sopravvivere senza la cura
dell’uomo. Inoltre, anche se i semi rilasciati nel terreno possono svernare e germinare nell’anno
successivo, non puo diventare un’infestante perché i ricacci hanno scarsa vitalita e raramente
producono nuovi semi (58).

La necessita di sviluppare misure per la coesistenza ha generato un gran numero di studi
sull’impollinazione incrociata tra campi di mais (59-67); studi analizzati da recenti rassegne (8,
68, 69). Tutti i dati riportati concordano con il fatto che a una distanza di 10-25 m
I’impollinazione crociata si riduce in media da 0,35% a 0,235 e che a distanza di 50 m si riduce
ulteriormente allo 0,19%. In base a questi risultati, si ¢ concluso che una distanza di 40 m di
terreno spoglio ¢ sufficiente per contenere la presenza avventizia di mais GM sotto alla soglia
legale di etichettatura (70).

Questi risultati hanno suggerito due strategie diverse per evitare ulteriormente 1’incrocio
indesiderato: la prima basata su zone tampone e la seconda basata su zone di scarto. Le zone
tampone possono essere costituite da terreno incolto, da piante coltivate della stessa specie della
PGM o da piante di specie diverse, tenendo conto del comportamento del polline di mais una
volta rilasciato (71). Sulla base dei dati raccolti da esperimenti, effettuati in Europa, sono state
raccomandate zone tampone di 20-30 metri per mantenere 1’introgressione sotto la soglia di
etichettatura (71). Tuttavia, per campi piccoli permane la limitazione pratica delle dimensioni
necessarie della zona tampone che potrebbe rappresentare un’area troppo grande rispetto alla
superficie dedicata alla coltivazione. Sara praticamente impossibile mantenere 1’introgressione
al di sotto della soglia europea per un campo piccolo, situato a valle dei venti prevalenti, rispetto
a campi donatori di polline molto grandi (5, 8, 9). Quando i campi di PGM e campi di piante
non GM non sono adiacenti, 1’effetto delle zone tampone potrebbe non essere evidente. Infatti,
zone tampone, realizzate con piante di mais non GM, piantate intorno ai campi di mais GM,
sono efficaci solo se le due coltivazioni sono adiacenti (5, 64, 66). Le zone tampone per le
coltivazioni di mais GM, possono coincidere con le zone rifugio prescritte per il mais Bt, ad
evitare ’insorgenza di resistenza alla piralide (72).

Se la zona tampone ¢ costituita da piante non GM, raccolte separatamente ed etichettate e
vendute come PGM, siamo in presenza di una zona di scarto. Le zone di scarto sono piu efficaci
delle zone tampone create intorno ai campi di PGM per delimitare 1’introgressione (73). Della
Porta et al. hanno verificato che 2 file di mais, non GM, usate come scarto, sono efficaci quanto
12 file, piantate come zona tampone intorno al campo di PGM. Analogamente, ¢ stata proposta
una scelta alternativa tra zone di scarto e zone tampone, secondo le dimensioni del campo
donatore di polline e del campo ricevente (74). In Germania, lo scarto del raccolto, effettuato sui
primi tre metri di mais non GM, riduceva il contenuto totale di PGM del 55% e lo scarto dei
primi 6 metri del 71%, mentre ulteriori incrementi della zona scartata non davano altri benefici
(67). Esperimenti di zone tampone con altre piante, come girasole e trifoglio, hanno dimostrato
che queste non sono efficienti come il mais nel ridurre 1’incrocio (65, 75). La diminuzione
rilevante della fecondazione incrociata con la distanza ¢ dovuta alla vitalita del polline. Infatti,
al momento del rilascio avviene una selezione tra polline vitale e polline non vitale. Il polline
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vitale, molto umido, € piu pesante e si deposita rapidamente. Il polline non vitale € secco e piu
leggero per cui viene trasportato piu lontano (76).

Un altro fattore cruciale nell’impollinazione tra cultivar diverse ¢ la disponibilita di polline
quando le sete (stili della pianta di mais) sono mature (14, 77). Il livello piu alto d’incrocio si
osserva quando I’intervallo temporale tra la fioritura del campo donatore di polline e campo
ricevente non supera i 3 giorni (64, 78). Anche piccole differenze di ritardo della fioritura
dell’ordine di 4-5 giorni possono ridurre 1’incrocio del 25% (64). Un ritardo di fioritura di 4
giorni tra donatore e ricevente riduce il contenuto in OGM del campo ricevente sotto la soglia
dello 0,9% (79). Una riduzione del 50% ¢ causata da un ritardo di 6 giorni (64, 79), mentre al di
sopra di 7 giorni di ritardo di fioritura I’incrocio € zero (61, 64, 80). Queste osservazioni
potrebbero far pensare che un modo semplice di assicurare la coesistenza ¢ di ritardare la
semina o del mais GM o del mais non GM, ma in realta le condizioni climatiche possono far si
che un ritardo di semina non si traduca automaticamente in un ritardo di fioritura. Infatti,
almeno nel caso di semine precoci, un ritardo nella semina di 20 giorni si traduce in un ritardo
di soli 3-5 giorni nella fioritura. Tuttavia, un ritardo nella semina di due settimane si traduce in
una diminuzione netta della distanza alla quale 1’incrocio tra mais donatore ¢ mais ricevente
scende a zero (81).

Poco significativo ¢ il contributo dei ricacci alla dispersione dei transgeni, perché hanno
scarso vigore, raramente producono pannocchie e impollinano le piante vicine con solo una
frequenza dello 0,16% (82).

In conclusione, osservando delle regole minime di distanza d’isolamento, di fioritura
asincrona e di gestione delle filiere di raccolto e post-raccolto, ¢ possibile rimanere all’interno
della soglia stabilita dall’UE, come dimostrato anche dall’analisi di 562 pubblicazioni dedicate
alla dispersione dei transgeni del mais (83) e dai risultati del progetto europeo SIGMEA (vedi
http://www.inra.fr/sigmea/Publications).

Un problema particolare ¢ posto dall’incrocio tra le varietd moderne di mais, ormai coltivato
quasi dovunque, e le varieta locali (ecotipi) che sono differenti dalle cultivar moderne. Le
varieta locali sono una risorsa genetica importante che deve essere preservata dall’incrocio sia
con le varieta commerciali moderne sia con le varieta transgeniche. Tali varieta locali sono
ancora coltivate in Italia sia per la preparazione di piatti tipici (come in Toscana con il
Formenton Otto File Garfagnana o in Veneto con il caso del mais marano riscoperto grazie a
una campagna promossa dai Ristoratori Scledensi e da parte dell’Istituto di maiscultura di
Lonigo) che per progetti nazionali e regionali di sostegno alla biodiversita (84-88). L’Unita di
Ricerca per la Maiscoltura di Bergamo ha una collezione di 600 varieta locali italiane. Ad oggi,
non ¢ possibile valutare la superficie ad esse destinata, a fronte di piu di 1 milione di ettari
coltivati a mais convenzionale e circa 9000 ettari coltivati a mais biologico (83). Considerando
le superfici coinvolte, il flusso genico non puo che essere unidirezionale dagli ibridi moderni
alle varieta locali (86). Questo flusso unidirezionale dovrebbe diminuire la diversita genetica
della popolazione ricevente, con la conseguenza estrema di una possibile estinzione (88, §9).
Invece, Bitocchi et al. hanno, sorprendentemente, trovato che non vi era una riduzione nella
diversita genetica delle varieta locali italiane utilizzate (86). Gli autori citati hanno concluso
che, non essendovi condizioni spaziali o temporali per spiegare 1’assenza d’introgressione, tale
fatto era dovuto solamente alle pratiche agronomiche adottate. Questi risultati, insieme agli
scenari sviluppati per la Regione Toscana (90), dimostrano che con misure appropriate ¢
possibile, nel caso del mais, assicurare la coesistenza tra i diversi tipi di agricoltura
convenzionale, biologica, transgenica e degli ecotipi.
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14.4.6. Altre piante

La ricerca sugli aspetti scientifici della coesistenza di altre piante transgeniche con la
controparte non GM o selvatica ¢ stata del tutto frammentaria.

Tra le piante autogame ¢ stato studiato il panico (Setaria italica) sia per il flusso da piante
resistenti all’erbicida a piante non GM limitrofe, che il flusso verso la controparte selvatica
(Setaria viridis) che cresce all’interno o vicino ai campi coltivati. Nel primo caso la
trasmissione del transgene era dello 0,03% a 10 m (91), nel secondo, in uno studio durato 6
anni, la frequenza di resistenza all’erbicida trasmessa alla specie selvatica era 2 x 10 (92).
Frequenze basse di trasmissione transgenica sono state osservate anche in altre piante autogame,
come il lino (93) e il cardamo (94). Trascurabile ¢ il rilascio aereo del polline nel caso della
soia, pari in media ad un granulo per cm” rilasciato al giorno, durante 19 giorni di fioritura (95).
Nella soia, infatti, I’impollinazione avviene il giorno prima dell’apertura completa del fiore
(96).

Le caratteristiche del fiore e del polline limitano la fecondazione incrociata anche nel cotone.
11 cotone fiorisce dal basso verso I’alto, con il fiore che si apre all’alba bianco, diventa rosa nel
pomeriggio e si chiude di notte senza piu riaprirsi. I fiori sono autoimpollinanti perché i granuli
di polline sono grandi e riscoperti di una sostanza viscosa, che li fa aderire 1’un 1’altro, e li rende
intrasportabili dal vento (97). In generale, zone tampone di 20 m, piantate con cotone non
transgenico, sono sufficienti per evitare anche 1’introgressione mediata dalle api (98, 99). Le
api, infatti, evitano i campi di cotone percorrendo chilometri se vi sono campi di mais o di
cardamo nelle zone di foraggiamento (97).

Flusso genico mediato dal polline ¢ stato osservato anche tra il riso transgenico e la
controparte non modificata, anche se a frequenze molto basse. Tali frequenze, tuttavia, con
valori medi intorno allo 0,2% quando le piante erano vicine (100-108) e allo 0,01% ad una
distanza di 6 m (109), ottenuti in esperimenti differenti, in condizioni ambientali specifiche,
presentano un andamento dispersivo e non possono essere applicabili a tutte le situazioni.
Apparentemente, 1’incrocio, tra riso transgenico € non, potrebbe essere controllato mantenendo
una separazione spaziale limitata tra le coltivazioni, ma solo in quelle aree in cui non vi sono
infestanti sessualmente compatibili. Il riso crodo (descritto nella sezione 9.3.6) ha la stessa
coppia di cromosomi e condivide, in Italia, la stessa nicchia ecologica del riso coltivato. Sono
queste caratteristiche genetiche e la coabitazione negli stessi sistemi agronomici che rendono
difficile il controllo del riso crodo, che disperde i semi nel suolo molto facilmente prima del
raccolto, il che gli permette di diffondersi e di alimentare la banca dei semi nel suolo. L’incrocio
tra riso coltivato e riso crodo ¢ limitato dal fatto che la vitalita del polline ¢ molto breve, da 5 a
10 minuti, per cui la fecondazione incrociata puo interessare solo le piante molto vicine (109).
Nel caso del riso non si pud, come nel caso del mais, gestire il flusso genico, mediato dal
polline, con una fioritura asincrona, perché i semi di crodo contaminanti del riso coltivato
vengono seminati insieme e 1’andamento della fioritura ¢ complesso, potendo il crodo fiorire
prima o dopo il riso coltivato. Inoltre, il tempo totale di fioritura ¢ di pochi giorni per il riso
coltivato, mentre per il crodo la fioritura varia da una a piu settimane. Molti esperimenti
(analizzati nella referenza 109) sono stati compiuti per misurare il flusso genico dal riso
coltivato, reso resistente all’erbicida, al riso crodo. In Italia, ad esempio, la frequenza
d’introgressione della resistenza all’erbicida era dello 0,08% a 20 cm di distanza dalla sorgente
del polline (110).

In contrasto con gli studi sulla dispersione del polline, la frequenza di formazione degli ibridi
tra riso crodo e riso coltivato, diventa significativa, solo se la coabitazione avviene per piu di
una stagione (111). Gli ibridi di crodo hanno una vitalita del polline e una produzione di semi
paragonabile a quella della pianta selvatica (112, 113). Questo fatto puo rendere molto difficile
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la gestione dell’infestazione da riso crodo ed ¢ questo il motivo per cui la FAO ha attivato
I’ Interregional Cooperative Research Network on Rice in the Mediterranean Climate Areas,
coordinato dall’Universita di Torino (114).

Altri fattori che consentono di limitare I’incrocio con il riso crodo sono la scelta dei campi
coltivati in relazione ai venti prevalenti (115) e il fatto che i semi di riso transgenico non
sopravvivono in terreni bagnati (116).

Ad oggi, il flusso genico nelle piante autogame non rappresenta un particolare problema per
la coesistenza. Tuttavia, nel caso del riso, la conoscenza sulla fittezza degli ibridi che si possono
formare tra riso coltivato, riso selvatico e riso infestante sono molto limitate per cui sono
necessarie altre ricerche per valutare le conseguenze dovute alla fuga del transgene dal riso GM
e le specie selvatiche geneticamente compatibili.

14.4.7. Piante impollinate dagli insetti

USA e Canada hanno autorizzato la coltivazione di erba medica (Medicago sativa) resistente
all’erbicida glifosato. Tale autorizzazione ¢ stata accompagnata da molte polemiche trattandosi
di una pianta impollinata prevalentemente dalle api solitarie della specie Megachile (presenti
anche in Italia), dai bombi e in misura molto minore dalle api domestiche. Queste ultime, in
particolare, le cui arnie sono normalmente disposte nei campi destinati alla produzione dei semi
di erba medica, possono raggiungere distanze anche di chilometri dall’arnia, con una
percorrenza media di 800 metri, anche se il numero di api in movimento decresce
esponenzialmente con la distanza dall’alveare (117). Tuttavia, alcuni autori hanno raccomandato
una distanza di almeno 1,5 km tra campo donatore e campo ricevente (118).

11 controllo sul flusso genico mediato dal polline di fatto ¢ controllato dalle caratteristiche
della produzione di erba medica. I campi destinati alla produzione di foraggio raggiungono
I’optimum del valore nutrizionale, e sono raccolti, quando le piante sono immature, ciog¢,
quando il baldacchino fogliare € meno del 10% del fusto, contiene un solo fiore aperto € non ha
semi. Campi, destinati al foraggio, ben gestiti, hanno pochi fiori aperti, non sono attraenti per le
api impollinatrici e non costituiscono una sorgente di polline per i campi limitrofi.

In esperimenti con campi di erba medica foraggera, lasciati arrivare a maturazione completa,
situati vicino a campi destinati ad essere raccolti, la frequenza di flusso genico era dello 0,21% a
45 m e 0% a 200 m. Sulla base di questi risultati ¢ stata adottata una distanza per la produzione
di sementi certificate, prive del transgenico, di 275 m (900 piedi) dai campi di erba medica
resistente al glifosato.

Vicino ai campi coltivati si trovano facilmente piante di erba medica inselvatichite (119,
120) fenomeno che potrebbe interessare anche la pianta transgenica. Questi studi hanno
confermato che i geni si possono muovere avanti e indietro tra pianta coltivata e pianta
inselvatichita. La pianta transgenica inselvatichita ha maggiori difficolta a sopravvivere perché
non ha i vantaggi dell’irrigazione e degli eventuali trattamenti insetticidi della pianta coltivata,
Inoltre, la produzione di polline delle piante inselvatichite, distribuite casualmente sui terreni
marginali ¢ trascurabile rispetto a quella dei campi di produzione, caratterizzati da un’alta
densita di piante.

La gestione del flusso genico nell’erba medica transgenica deve tuttavia prendere in
considerazione la gestione delle piante inselvatichite. In particolare occorre evitare la
dispersione dei semi nella fase di raccolta e la semina non voluta dei terreni marginali a causa
della perdita di semi.
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14.5. Conclusioni

Il quadro descritto sopra, delle misure adottate per la coesistenza, sia a livello europeo sia
nazionale, ha evidenziato una regolamentazione ex ante e una responsabilita ex post, il cui
risultato ¢ di vincolare quella libera scelta dell’agricoltore e del consumatore di avvalersi
dell’agricoltura OGM, o dell’agricoltura biologica, o dell’agricoltura convenzionale propugnata
in tutti i documenti della Commissione UE. La stessa Commissione, tre anni dopo aver
pubblicato la Raccomandazione 2003/556/CE, che sanciva il principio della libera scelta,
concludeva che: “L’esperienza limitata e la necessita di concludere il processo d’adozione
nazionale delle misure di coesistenza non sembrano giustificare, ad oggi, lo sviluppo di un
approccio legislativo dedicato armonizzato” (121). E chiaro che, anche in futuro, vi sara poco da
riferire e ancor meno esperienza sara disponibile, visto che le regole di coesistenza, di fatto,
escludono la coltivazione di PGM in Europa. I Paesi come I’Italia, I’Austria, 1’Ungheria, il
Lussemburgo, la Polonia e la Slovacchia che vogliono bandire gli OGM dal loro territorio
hanno introdotto regole ex ante molto restrittive. Queste regole, insieme a fattorie di piccole
dimensioni, spesso associate a numerose coltivazioni biologiche, impediranno anche in futuro la
coltivazione di PGM. E interessante notare come nella stessa Comunicazione al Parlamento
Europeo, la Commissione rilevi che molte delle misure adottate non appaiano “proporzionate”.

Tuttavia alcuni Paesi che hanno misure ex ante meno restrittive e misure ex post piu
innovative come la Repubblica Ceca, Danimarca, Spagna e Paesi Bassi avranno piu possibilita
di coltivare PGM. Nel frattempo, gli Stati potranno continuare a bandire le piante GM, non su
base scientifica ma mediante misure amministrative.

Nel 2010, la Commissione che, in precedenza, aveva dichiarato illegittime le disposizioni
con cui alcuni Stati Membri dichiaravano alcune aree geografiche libere da PGM (OGM free),
ha riconosciuto agli Stati Membri tale facolta, purché siano in grado di dimostrare che le misure
di coesistenza, per le particolari condizioni topografiche e climatiche, non possano assicurare il
necessario standard di purezza (122).

Sempre nel 2010, la Commissione per superare lo stallo delle autorizzazioni a nuove PGM
propone agli Stati Membri una nuova direttiva che lascia liberi gli Stati di vietare o meno la
coltivazione di PGM sul proprio territorio o parti di esso. La Direttiva (UE) 2015/412,
approvata a marzo 2015, modifica la Direttiva 2001/18/CE “per quanto concerne la possibilita
per gli Stati Membri di limitare o vietare la coltivazione di organismi geneticamente modificati
(OGM) sul loro territorio”. La direttiva mantiene a livello centrale (EFSA) la valutazione
scientifica sulla sicurezza d’uso delle PGM mentre delega gli Stati Membri a vietarne la
coltivazione sulla base delle seguenti motivazioni che possono essere usate singolarmente o in
combinazione:
obiettivi di politica ambientale;
pianificazione urbana e territoriale;
uso del suolo;
impatti socio-economici;
esigenza di evitare la presenza di OGM in altri prodotti;
obiettivi di politica agricola;

g. ordine pubblico (unica motivazione che non puo essere usata singolarmente).

Queste motivazioni sgomberano il campo da tutte le pseudo-considerazioni scientifiche
adottate in questi anni per giustificare il divieto di coltivazione. Le misure che gli Stati possono
adottare devono essere coerenti con gli obblighi internazionali fissati dalla World Trade
Organization (WTO), non possono cio¢ impedire il libero commercio delle PGM autorizzate.
Questo significa che gli Stati possono vietare la coltivazione ma non I’importazione di PGM;

mo Qo o
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significa, altresi, che eventuali dispute o ritorsioni decise dal WTO saranno responsabilita dei
singoli Stati Membri.

Le Regioni italiane, schierate contro le PGM, temono molto la liberta, data dalla direttiva,
per il rischio che le sanzioni commerciali, previste dal WTO, e a quel punto del tutto lecite,
sarebbero dirette contro i singoli Stati e non contro 1’intera EU. Cosi vino, formaggi, salumi,
scarpe o occhiali da sole potrebbero finire sotto i colpi di una ritorsione commerciale degli stati
produttori di PGM. Ecco perché le Regioni, che reclamano la loro autonomia quando si tratta di
vietare le coltivazioni PGM, hanno chiesto al Ministero per politiche agricole e forestali di fare
da parafulmine invocando una “clausola di salvaguardia” nazionale in modo che le singole
Regioni siano al riparo dalle cause davanti a WTO (123, 124).

E chiaro che nel caso dell’agricoltura GM, in generale, la Commissione e gli Stati Membri
hanno rinunciato ad ogni valutazione scientifica. Non solo le soglie per la presenza avventizia di
PGM sono piu restrittive che nel caso dell’agricoltura convenzionale, ma le distanze
d’isolamento adottate per mantenere tali soglie sono arbitrarie, eccessive e motivate
politicamente indipendentemente dai risultati scientifici. Insistere su tali distanze gonfiate
equivale ad esercitare una pressione indebita sugli agricoltori che devono misurarsi con misure
punitive se vi € un incrocio, una cosiddetta “contaminazione” con le piante convenzionali,
mentre le ricerche effettuate hanno dimostrato che ¢ possibile gestire la coesistenza in modo
appropriato.
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15. CONCLUSIONI

L’obiettivo di questo lavoro ¢ stato di valutare lo stato delle conoscenze scientifiche attuali
sul rilascio ambientale e la sicurezza d’uso delle PGM, esaminando sia i potenziali benefici sia i
rischi documentati dalle ricerche effettuate. L’analisi condotta ha dimostrato che: a) le PGM
vanno valutate caso per caso con una comparazione sperimentale su le stesse cultivar ottenute
con D’agricoltura convenzionale e 1’agricoltura biologica; b) non vi sono rischi direttamente
connessi all’uso di PGM in alimentazione umana e animale; c) i rischi connessi all’uso delle
PGM resistenti all’erbicida ne sconsigliano 1’uso nell’agricoltura italiana. Conclusioni simili
sono state raggiunte anche da Nicolia ef al., analizzando 1783 documenti scientifici, pubblicati
tra i1 2002 e i1 2012 (1).

Infatti, I’incremento esponenziale della superficie coltivata a PGM ha esposto una platea
crescente di persone al consumo di alimenti GM senza che siano stati descritti effetti negativi
per la salute, mentre altrettanto non pud dirsi per ’ambiente per quanto riguarda gli PGM
resistenti all’erbicida. Quest’ultima applicazione ha, da un lato, contribuito positivamente al
controllo dei cambiamenti climatici, perché potendo evitare 1’aratura, lascia 1’anidride carbonica
intrappolata nel suolo; dall’altro ha portato alla comparsa di molte infestanti resistenti
all’erbicida stesso.

Va da ultimo commentata brevemente [’attitudine del consumatore europeo rispetto alle
PGM, ponendo lo stesso troppa enfasi sui miti, generati dal web, e poca sull’osservazione
scientifica e il buonsenso. Molti siti web riportano che non esistono vantaggi economici dovuti
alla coltivazione di PGM. Al contrario, uno studio recente ha dimostrato, tramite una meta-
analisi condotta sia su lavori scientifici che sulla letteratura grigia, che -nel caso delle PGM
resistenti agli insetti-la resa viene aumentata in media del 25%, mentre 'uso dei pesticidi
diminuisce del 40%.

Minori sono invece i benefici derivanti dall’impiego di PGM resistenti all’erbicida con rese
aumentate intorno al 9% e con una diminuzione nell’uso degli erbicidi solo del 2% (2).

Tutti i sondaggi formali, condotti periodicamente dall’UE, o saltuariamente da agenzie
governative o associazioni di consumatori, ci dicono che la maggior parte dei consumatori ¢
contraria alle PGM. Questi sondaggi ci dicono veramente come si comporterebbero i
consumatori quando fossero loro offerti prodotti alimentari contenenti PGM?

Nella primavera del 2004, ai consumatori di una citta tedesca furono offerti del pane e delle
patatine fritte, falsamente etichettati OGM, ad un prezzo ridotto rispetto agli stessi prodotti non
etichettati. Le vendite furono 4 volte superiori per il pane “GM” e venti volte superiori per le
patatine “GM”. Nel Regno Unito, il 28% dei consumatori era disponibile ad acquistare cereali
GM per la prima colazione qualora il prezzo fosse stato inferiore a quello dei prodotti
convenzionali (3). Il prezzo piu basso, in un’altra ricerca invogliava, a comprare GM, quasi il
65% dei consumatori francesi (4, 5). Risultati analoghi si sono ottenuti quando 1’alimento
falsamente etichettato GM era piu saporito di quello non GM (6). Se i1 sondaggi europei
ampliassero le loro domande al prezzo e alla qualita degli alimenti GM potrebbero riservarci
qualche sorpresa.

Inoltre, I’analisi scientifica dimostra, che la percezione che esista un’incompatibilita tra la
produzione di alimenti tipici e qualita degli stessi e la coltivazione di PGM, non ¢ corretta; anzi
la scienza puo dare un contributo decisivo per salvare alcune varieta vegetali tipiche a rischio di
estinzione come il pomodoro San Marzano, la vite che produce il nero d’Avola, il riso Carnaroli

).
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Infine Datteggiamento dei decisori politici italiani che, ignorando i dati scientifici,

impongono regole per la produzione e la segregazione dei mercati GM, richiamandosi al
principio di precauzione, appare eccessivo sia alla luce dei livelli di rischio sia dei potenziali
benefici. Il principio di precauzione, invece di essere proporzionato alla domanda sociale di
protezione, viene invocato, anche in assenza di rischi certi, per assecondare lobbies e sfruttare
I’allarme sociale che ne deriva per guadagnare consenso (8-9).
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Nome italiano

Nome inglese

Nome scientifico

Aglio Garlic Allium sativum

Albicocco Apricot Prunus armeniaca

Amaranto Palmer’s amaranth Amaranthus palmeri, A.
tuberculatus

Ambrosia Ragweed Ambrosia artemisiifolia, A. trifida

Ananas Pineapple Ananas sativa

Aneto Dill Anethum graveolens

Arachide Peanut Arachis hypogaea

Avena Oat Avena sativa

Avocado Avocado Persea americana

Banana Banana Musa paradisiaca

Barbabietola Beet Beta vulgaris

Basilico Basil Ocimum basilicum

Cacao Cocoa Theobroma cacao

Caffe Coffee Coffea arabica

Canna da zucchero Sugarcane Saccharum sp.

Carota Carrot Daucus carota

Cassava, manioca Cassava, manioc, yuca Manihot esculenta

Cavolfiore Cauliflower Brassica oleracea var. bothrytis

Cavolo Cabbage Brassica oleracea var. acephala

Cece Chickpea Cicer arietinum

Cetriolo Cucumber Cucumis sativus

Cicoria Chicory Cichorium intybus

Cicutilla Feverfew Parthenium hysterophorous

Ciliegio Cherry Prunus avium

Cipolla Onion Allium cepa

Cocco Coconut Cocos nucifera

Cocomero Watermelon Citrullus lanatus

Colza Rapeseed Brassica napus

Cotone Cotton Gossypium sp.

Erba fienarola

Kentucky bluegrass, Smooth meadow-
grass, or Common meadow-grass

Poa pratensis

Erba medica

Alfalfa

Medicago sativa

Erba della pampa

Sourgrass

Digitaria insularis

Euforbia Mexican fireplant, Painted euphorbia, Euphorbia heterophylla
Desert poinsettia, Wild poinsettia, Fire on
the mountain
Garofano Carnation Dyanthus caryophylllus
Giavone meridionale Jungle rice Echinochloa colona

Granata

Burningbush, Ragweed, Summer cypress,
Fireball, Mexican firebrush, Mexican
fireweed

Bassia scoparia, Kochia scoparia

Fagiolo Bean Phaseolus vulgaris
Fagiolino French bean, Green bean, Squeaky bean Phaseolus vulgaris
Finocchio Fennel Foeniculum vulgare
Fragola Strawberry Fragaria x ananassa
Frumento, grano Wheat Triticum spp.

Gelso Mulberry Morus sp.

Girasole Sunflower Helianthus annuus
Kiwi Kiwifruit Actinidia chinensis
Lattuga Lettuce Lactuca sativa
Lampone Raspberry Rubus idaeus
Limone Lemmon Citrus limon

Lino Flax, linseed Linum usitatissimum
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Nome italiano

Nome inglese

Nome scientifico

Loglio italiano

Italian ryegrass

Lolium multiflorum

Loglio perenne

Perennial ryegrass

Lolium perenne

Loglio rigido Stiff darnel, Wimmera ryegrass Lolium rigidum
Lupino Lupin Lupinus albus
Mango Mango Managifera indica
Mais Maize Zea mais
Mandorlo Almond Amygdalus communis L. =
Prunus amygdalus Batsch;
Prunus dulcis Miller
Mango Mango Managifera indica
Melanzana Eggplant Solanum melongena
Melo Apple Malus domestica
Melone Cantaloupe Cucumis melo
Miglio Common millet, Hog millet, White millet Panicum miliaceum
Nocciolo Hazel Corylus avellana
Noce Walnut Juglans regia
Olivo Olive Olea europaea
Orzo Barley Hordeum vulgare
Palma da olio African oil palm Elaeis quineensis
Papaia Papaya Carica papaya
Patata Potato Solanum tuberosum
Patata dolce Sweet potato Ipomoea batatas
Peperone Pepper Capsicum annum
Pero Pear Pyrus communis
Pesco Peach Prunus persica

Piantaggine minore,
lanciola, lingua di cane

Ribwort plantain

Plantago lanceolata

Pisello Pea Pisum sativum

Pistacchio Pistachio Pistacia vera

Pomodoro Tomato Solanum lycopersicum,
Lycopersicum esculentum

Prugno, Susino Plum Prunus domestica

Rafano Radish Raphanus sp.

Riso Rice Oryza sativa, O. glaberrima

Saeppola Horseweed, Coltstail, Marestail, Butterweed | Conyza sp.

Segale Rye Secale cereale

Soia Soya Glycine max

Sorgo Milo, Egyptian millet, Durra Sorghum vulgare

Tabacco Tobacco Nicotiana tabacum

Trifoglio Clover, trefoil Trifolium sp

Uva Grape Vitis vinifera

Zucca Pumpkin Cucurbita maxima

Zucchino Squash Cucurbita pepo
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I1 DL.vo 3 marzo 1993, n. 92 (Supplemento ordinario alla Gazzetta Ufficiale n. 78, 3 aprile 1993) ha
recepito in Italia la Direttiva 90/220/CEE del Consiglio della Comunita Europea in materia di rilascio
deliberato di OGM nell’ambiente sia a scopo di ricerca (parte B della direttiva) che a scopo di
commercializzazione (parte C della direttiva).

Questa normativa Europea ¢ stata promulgata al fine di valutare il rilascio nell’ambiente di un
organismo modificato geneticamente in laboratorio con caratteristiche tali che la natura non avrebbe
potuto produrre autonomamente. La norma ha lo scopo di creare un sistema di studio e di controllo atto a
risolvere i problemi di conoscenza legati all’incertezza sul comportamento di tale organismo e sui suoi
possibili effetti sulla salute umana, animale e sull’ambiente.

Per tale motivo e fin dall’inizio, la legislazione ha richiesto che una valutazione preventiva di rischio
fosse effettuata prima di ogni rilascio ambientale di OGM, e che nessun rilascio potesse essere eseguito
senza 1’assenso preventivo di un’autorita competente.

Quest’approccio orizzontale della regolamentazione era basato su una valutazione eseguita step-by-
step per ogni singolo rilascio in modo da garantire che eventuali rischi sconosciuti fossero identificati
molto precocemente a partire dalle fasi iniziali della sperimentazione.

Questo significava che per le PGM la scala del rilascio, una volta terminata la fase di studio in serra,
potesse essere progressivamente aumentata solamente dopo che i risultati della valutazione dei primi
esperimenti condotti su poche decine di piante avessero fornito dati di sicurezza in termini sia di
protezione della salute umana e animale che dell’ambiente.

I1 DL.vo n. 92 definiva gli OGM come organismi il cui materiale genetico ¢ stato modificato in modo
diverso da quanto occorre in natura, mediante incrocio o tramite ricombinazione genetica naturale; esso
ha regolato sia il rilascio deliberato a fini sperimentali e I’immissione sul mercato di prodotti contenenti o
costituiti da OGM e identificava il Ministero della Salute quale Autoritd competente nazionale chiamata a
valutare i rischi prevedibili, immediati o futuri, che gli OGM potevano presentare per la salute umana,
animale o per I’ambiente.

A tale scopo presso l’autoritd competente ¢ stata istituita la Commissione Interministeriale di
Valutazione (CIV), composta da esperti designati dai Ministeri Ambiente e tutela del territorio, Politiche
agricole e forestali, Attivita produttive, Istruzione universita e ricerca scientifica, Lavoro e politiche
sociali, dall’Agenzia nazionale per la protezione ambientale, dalla Protezione civile e dagli Istituti
superiore di sanita e di prevenzione e sicurezza del lavoro. La CIV poteva, a sua volta, richiedere pareri
su aspetti specifici al Consiglio superiore di sanita e al Comitato nazionale per la biosicurezza e le
biotecnologie, istituito presso il Segretariato generale della Presidenza del Consiglio dei Ministri in base
alla legislazione nazionale che aveva recepito la Direttiva comunitaria 90/220/CEE. Quest’ultimo
Comitato aveva (ed ha tuttora) come compito principale 1’elaborazione di linee guida atte a valutare la
sicurezza delle applicazioni biotecnologiche.

Nell’ambito delle proprie competenze, la CIV, nel corso degli anni, ha esaminato tutte le notifiche con un
approccio, caso per caso, basato sull’analisi dei seguenti aspetti scientifici:

- labiologia della pianta originale e trasformata;

- la funzione del gene nell’organismo donatore;

- le modifiche della pianta dovute al nuovo gene inserito;

- gli eventuali effetti sugli organismi presenti nell’ambiente;

- la probabilita di trasferimento genico sia orizzontale (ad esempio trasferimento dell’antibiotico

resistenza), sia per impollinazione ad altre piante coltivate o selvatiche;

- I’eventuale tossicita od allergenicita;

- ipiani di sorveglianza;

- 1piani di smaltimento dei rifiuti;

- idati bibliografici.

Lo studio dettagliato delle caratteristiche della pianta originale, sottoposta a modifica genetica, ¢ uno
degli strumenti piu utili per valutare la sicurezza ambientale di una pianta transgenica. Descrizioni
complete della biologia delle piu importanti piante coltivate si possono trovare nel sito dell’OECD:
http://www.oecd.org

Naturalmente, le descrizioni devono tenere in considerazione anche 1’ambiente nazionale dove
avviene il rilascio; in particolare, devono essere valutate: a) le pratiche agronomiche in uso; b) le malattie
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piu comuni; c) gli insetti predatori; d) la presenza o meno di specie correlate; e) I’interazione con altri
organismi come gli insetti impollinatori, gli erbivori, le micorrize, i microrganismi e gli insetti del suolo,
gli uccelli e gli animali.

Una volta eseguita una prima valutazione sulla sicurezza d’uso, la CIV puo esprimere parere
favorevole al rilascio sperimentale della pianta transgenica o respingere la domanda del notificante.

Il parere favorevole per la realizzazione di campi sperimentali ¢, molto spesso, accompagnato da
prescrizioni, come misure di contenimento fisico, rappresentate da distanze di sicurezza da altre piante
coltivate nella stessa area o la messa a dimora di colture di bordo, adatte a circondare la particella
sperimentale con altre piante sessualmente incompatibili con quella in esame.

Le misure di contenimento da attuare possono essere anche di tipo temporale ricorrendo
all’emasculazione della pianta transgenica. Se non previste nei protocolli sperimentali presentati, la CIV
richiede al notificante di effettuare analisi specifiche sul prodotto della coltivazione, come, ad esempio, la
determinazione della concentrazione di erbicida nelle parti edibili di una pianta resa resistente all’erbicida
stesso.

Insieme alla notifica viene presentato anche il Summary Notification Information Format (SNIF), che
deve essere inviato alle autorita competenti degli altri Stati dell’UE. L’autorita competente ha 90 giorni di
tempo per esaminare la notifica, valutare la sicurezza del rilascio, esprimere un parere scritto ¢ rispondere
alle richieste degli altri Stati dell’UE. Durante la fase del rilascio deliberato la CIV puo effettuare
ispezioni sia ai campi sperimentali che ai laboratori che eseguono le analisi allo scopo di verificare la
conformita degli esperimenti a quanto notificato e alle prescrizioni formulate nell’autorizzazione al
rilascio. Le ispezioni sono effettuate da esperti designati dai Ministeri facenti parte della Commissione,
iscritti in un apposito albo, ai sensi dell’art. 19 del decreto legislativo 92/93, formati con un corso
specifico organizzato dalla CIV e dal Ministero delle politiche agricole. Infine, il notificante al termine
della fase sperimentale deve presentare una relazione all’autorita competente, preparata secondo linee
guida predisposte dalla CIV.

La valutazione sulla sicurezza ambientale di ogni singolo evento di trasformazione avviene sulla base
dei dati contenuti nella notifica, nella letteratura scientifica internazionale, nei rapporti degli ispettori e
nella relazione finale sulla sperimentazione sia in serra che in campo aperto.

Una volta che la PGM ¢ stata sottoposta in modo soddisfacente alle prove di campo negli ecosistemi
che potrebbero essere influenzati dal suo impiego, il fabbricante che intenda immetterla sul mercato per la
prima volta, deve dimostrare, sulla base dei risultati di tutti i rilasci sperimentali, delle analisi di
laboratorio eseguite e di una documentazione scientifica appropriata, che la commercializzazione e 1’uso
della PGM o dei prodotti che la contengono non presentano rischi per la salute umana, animale o per
I’ambiente.

Al 31 dicembre 2002, in Italia erano stati autorizzati 252 rilasci sperimentali di piante e 16 rilasci
sperimentali di altri organismi (Azospirillum sp., Pseudomonas sp. € Rhizobium sp.) a fini di ricerca e
sviluppo (Tabella B1).

La documentazione raccolta durante le prove sperimentali e le ispezioni effettuate dalla CIV in questo
lungo periodo di tempo non hanno evidenziato alcun effetto negativo delle PGM sull’ambiente.

A partire dal 2003, il Ministero dell’ambiente e tutela del territorio ha assunto le funzioni di autorita
competente (http://bch.minambiente.it ).

Tra i compiti del Ministero dell’ambiente ¢’¢ anche quello di inviare la comunicazione di tutte le
autorizzazioni concesse alle autorita regionali competenti per territorio.

Oggi la Direttiva comunitaria di riferimento ¢ la 2001/18/CE, recepita nel nostro ordinamento tramite
il DL.vo 224 del 8 luglio 2003; la norma, non ha, di fatto, modificato in modo sostanziale le modalita di
notifica, bensi, tramite 1’inserimento di allegati piu dettagliati, ha adeguato al progresso tecnico-
scientifico le informazioni richieste per la valutazione dell’impatto sulla salute umana, animale e
sull’ambiente di una operazione di rilascio deliberato di un OGM.

Nonostante questo miglioramento della legislazione, le ultime notifiche sperimentali — autorizzate in
Italia — risalgono al 2004.
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Tabella B1. Rilasci sperimentali di PGM in Italia

Pianta Anno

93 94 95 96 97 98 99 00 01 02 03 04 Tot
Barbabietola 2 2 4 6 18 8 2 42
Ciliegio 3 3
Cicoria 1 2 3
Cicoria verde 1 1 3 1 6
Cocomero 1 1
Colza 1 1 2
Fragola 2 1 1 4
Geranio 1 1
Ginestrino 1 1
Kiwi 1 1
Lattuga 1 1
Limone 3 3
Mais 3 4 19 30 8 14 11 3 4 96
Melanzana 4 1 2 1 1** 9
Mirtillo 1 1
Olivo 2 2
Patata 1 1 2 1 1 1 7
Pomodoro 4 5 9 13 6 5 1 3 1 1 48
Radicchio 1 1 2
Riso 1 2 1 1 2 7
Soia 1 1 1 1 4
Tabacco 1 1 1 3
Tagete 3 5 4 2 14
Vite 1 1
Zucchino 1 1

*Tabella elaborata da dati CIV e del http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/our_activities/gmo
**Rilascio autorizzato dal Ministero del’Ambiente

Come conseguenza di una campagna mediatica messa in atto contro gli OGM da varie organizzazioni
e in contrasto con quanto affermato da scienziati e ricercatori nel corso degli anni, non ¢ stata piu
presentata alcuna notifica di tipo sperimentale e nel nostro Paese molti corsi di laurea dedicati alle
biotecnologie sono stati chiusi per carenza di iscritti.
Al contrario, molti prodotti autorizzati alla commercializzazione sul territorio europeo e
internazionale, frutto dei progetti di ricerca, delle esperienze scientifiche e dello studio di ricercatori che
operano in altri Stati europei e internazionali, sono autorizzati alla commercializzazione anche in Italia.

283






Serie Rapporti ISTISAN
numero di dicembre, 4° Suppl.

Stampato in proprio
Settore Attivita Editoriali — Istituto Superiore di Sanita

Roma, dicembre 2016



	corpo del testo
	INDICE
	INTRODUZIONE 
	Bibliografia 

	1. ASPETTI GENERALI DELLA VALUTAZIONE DELLA SICUREZZA D’USO DELLE PGM NELL’ALIMENTAZIONE UMANA E ANIMALE 
	1.1. Equivalenza sostanziale
	1.2. Mais Bt e micotossine
	1.3. Conclusioni
	Bibliografia 


	2. RICOMBINAZIONE NATURALE NELLE PIANTEE INSERIMENTO DEL DNA TRANSGENICO
	Bibliografia 

	3. EFFETTI NON PREVISTI DOVUTI ALL’INSERZIONE DEL TRANSGENE
	Bibliografia 

	4. ALIMENTAZIONE ANIMALE CON PGM
	4.1. Destino del DNA transgenico 
	4.1.1. Degradazione del DNA dopo il raccolto
	4.1.2. Valutazione dell’assunzione di DNA transgenico 
	4.1.3. Sperimentazioni animali sul destino del DNA transgenico ingerito

	4.2. Destino delle proteine transgeniche
	4.3. Conclusioni
	Bibliografia 


	5. TOSSICITÀ DELLE PROTEINE TRANSGENICHEESPRESSE DALLE PGM 
	5.1. Tossicità del DNA e delle proteine transgeniche
	5.1.1. Tossicità delle proteine Cry sugli organismi non target
	5.1.2. Controversie riguardanti gli studi tossicologici di Séralini
	5.1.3. Il caso degli effetti del mais GM sulla fertilità

	5.2. Conclusioni
	Bibliografia 


	6. ALLERGENICITÀ DELLE PGM
	6.1. Storia dell’uso sicuro della pianta come alimento
	6.2. Origine del gene inserito
	6.3. Proprietà chimico-fisiche delle proteine espresse
	6.4. Omologia di sequenza
	6.5. Saggi in vitro
	6.6. Saggi in vivo
	6.7. Modelli animali
	6.8. Il caso del mais Starlink
	6.9. Il caso della papaia resistente al virus
	6.10. Il caso del pisello resistente agli insetti
	6.11. Il caso della fragola al pesce artico 
	6.12. Conclusioni
	Bibliografia 


	7. GENI MARCATORI PER LA RESISTENZAAGLI ANTIBIOTICI 
	7.1. Geni per la resistenza agli antibiotici del Gruppo I
	7.2. Geni per la resistenza agli antibiotici del Gruppo II
	7.3. Geni per la resistenza agli antibiotici del Gruppo III
	7.4. Conclusioni
	Bibliografia 


	8. AMBIENTE E PGM 
	Bibliografia 

	9. FLUSSO GENICO NELLE PIANTE
	9.1. Vigore degli ibridi
	9.2. Autoimpollinazione e impollinazione incrociata
	9.3. Flusso da piante transgeniche
	9.3.1. Specie erbacee
	9.3.2. Frumento
	9.3.3. Mais 
	9.3.4. Colza 
	9.3.5. Barbabietola 
	9.3.6. Riso
	9.3.7. Cotone
	9.3.8. Patata
	9.3.9. Girasole 
	9.3.10. Soia 
	9.3.11. Alberi 
	9.3.12. Vite
	9.3.13. Altre piante
	9.3.14. Un caso particolare di flusso genico: transgeni nella varietà tradizionali di mais in Messico

	9.4. Conclusioni
	Bibliografia


	10. TOSSINA Bt E RESISTENZA AGLI INSETTI
	10.1. Destino della tossina Bt 
	10.1.1. Effetti della tossina Bt sugli organismi del suolo
	10.1.2. Effetti della tossina Bt sugli invertebrati acquatici

	10.2. Organismi bersaglio 
	10.3. Organismi non bersaglio
	10.3.1. Insetti erbivori 
	10.3.2. Artropodi entomofagi-parassitoidi e predatori
	10.3.3. Api e impollinatori

	10.4. Resistenza agli insetti e zone rifugio
	10.4.1. Il caso della farfalla monarca
	10.4.2. Il caso del cotone indiano

	10.5. Conclusioni
	Bibliografia 


	11. RESISTENZA AGLI ERBICIDI 
	11.1. Resistenza all’erbicida glifosato
	11.2. Resistenza all’erbicida glufosinato
	11.3. Resistenze multiple
	11.4. Resistenza agli erbicidi: il caso del Brasile
	11.5. Conclusioni
	Bibliografia 


	12. EFFETTI SULLA COMUNITÀ BATTERICA DEL SUOLO
	12.1. Flusso genico orizzontale
	12.2. Conclusioni
	Bibliografia 


	13. PIANTE RESISTENTI AI VIRUS
	13.1. Sperimentazione italiana con il CARNA-5
	13.2. Vaccinazione con le proteine del capside virale 
	13.3. Eteroincapsidamento
	13.4. Ricombinazione
	13.5. Resistenza RNA mediata
	13.6. Flusso genico
	13.7. Il caso del promotore 35S
	13.8. Conclusioni
	Bibliografia 


	14. COESISTENZA TRA COLTURE TRANSGENICHE, CONVENZIONALI E BIOLOGICHE
	14.1. Pratiche nell’agricoltura tradizionale
	14.2. Aspetti regolatori
	14.3. Aspetti economici 
	14.4. Aspetti tecnico-scientifici
	14.4.1. Colza 
	14.4.2. Barbabietola da zucchero/foraggio
	14.4.3. Cereali
	14.4.4. Patata
	14.4.5. Mais
	14.4.6. Altre piante 
	14.4.7. Piante impollinate dagli insetti

	14.5. Conclusioni
	Bibliografia 


	15. CONCLUSIONI
	Bibliografia 
	APPENDICE A
	Nomi delle piante citate in bibliografia
	APPENDICE B
	Funzioni della Commissione Interministeriale di Valutazione delle Biotecnologie (1993-2003)





