., ®
SI R‘F Ciclo di webinar organizzati dalla Societa Italiana

per la Ricerca sulla Flora Infestante (SIRFI)

SOCIETA ITALIANA PER LA
RICERCA SULLA FLORA INFESTANTE

WWW.Sirfi.it

| GIOVEDI DELLA SIRFI

LE PIANTE INFESTANTI: CONOSCERLE PER GESTIRLE

il 2° giovedi di ogni mese alle 17.00

Incontri rivolti a ricercatori, tecnici, agricoltori, studenti e a chiunque
sia incuriosito dal mondo della malerbologia

sesto incontro

CONTROLLO INNOVATIVO DELLE INFESTANTI
nanotecnologie, biotecnologie e modellistica:
focus sulle potenzialita in risicoltura

Dott.ssa Silvia Panozzo
CNR, Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante

[&] Giovedi15 maggio 2025 (O Dalle 17.00 alle 18.00



Perché ci servono dei sistemi innovativi di controllo delle infestanti?

Il controllo delle infestanti nelle colture cerealicole

[ ] Proactive strategies

italiane e attualmente messo in discussione da: [] Reactive measures

i) continua evoluzione di infestanti resistenti agli erbicidi;
ii) riduzione del numero di erbicidi e siti d'azione
disponibili, mancanza di nuovi principi attivi sul mercato;
iii) crescente inasprimento della regolamentazione
sull'uso degli erbicidi

Controllo integrato delle Eens

malerbe

[ Prevention

Critical Period of weed control

" CULTURAL

Fy

Control of the weed

seedbank

Increase of the crop
competitive capacity

v

(

Weed
mapping

)

v

weed thresholds

Z

decision-makin

5

Chemical

I

o -~ process
bll.d Pt '_I_\ig
CHEMICAL l
Physical
\ Direct
control
Mechanical

Biological

Necessita di sviluppare strategie innovative per ridurre l'uso di prodotti chimici, salvaguardando

l'ambiente e migliorando la sostenibilita



Continua evoluzione di infestanti resistenti agli erbicidi (Fonte: GIRE http://gire.ipsp.cnr.it/)

Mais e frumento (duro e tenero) occupano piu del 50% della superficie destinata alla coltivazione di
cerealiin Italia...
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ILriso € il terzo cereale coltivato in Italia con circa il 10% della superficie cerealicola totale...
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Sostenibilita del sistemarisicolo italiano

ILriso, piu di altri sistemi colturali, & a rischio inquinamento

> per le caratteristiche del terreno dove viene coltivato (permeabilita, capacita di ritenzione idrica, profondita,
pendenza, profondita della falda acquifera, ecc.)

> per le pratiche agronomiche utilizzate (metodi di fertilizzazione, modalita di coltivazione, lavorazione del
terreno, gestione delle erbe infestanti)

- larotazione delle colture non ¢ fattibile perché alcune aree soffrono naturalmente di inondazioni periodiche
eilriso e l'unica coltura che puo essere coltivata

- la gestione delle erbe infestanti si basa principalmente sull'uso di erbicidi con conseguente impatto negativo
sull'ambiente a breve e/o lungo termine

- l'uso ripetuto di erbicidi con la stessa modalita di azione ha portato all'evoluzione di biotipi resistenti che
coinvolgono diverse specie di infestanti > aumento del numero di trattamenti e/o utilizzo di prodotti con
profili eco-tossicologici peggiori




Innovations for sustainable rice production:
models, bio- and nano- technologies for weed management

Finanziato #5:% Ministero
dall'Unione europea 2~ dell’Universita
NextGenerationEU 5%’ edella Ricerca
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% § é g Rice Weeds Control with Innovation Systems

N - 1 W
Wil .
N e
M L= s, —
H‘N-_ -_-: Bl TECHN
- . Y * ;

AN

Obiettivi del’Europa

European Green Deal e strategia Farm to Fork - ridurre la dipendenza dai
pesticidi, e quindi il loro utilizzo, e il rischio associati ad esso

PAC 2021-2027 PNRR (Piano Nazionale di Ripresa e Resilienza) > costruzione di
«knowledge and innovation in agriculture» (AKIS)

| NOSTRI obiettivi

Sviluppare diverse strategie per migliorare la sostenibilita della coltivazione del riso in
ltalia ottimizzando/riducendo/evitando 'uso degli

Preservare la produttivita proteggendo allo stesso tempo la salute umana e
’'ambiente, in particolare le acque sotterranee

Fare degli esperimenti pilota per mostrare le potenzialita dell’integrazione delle
diverse tecnologie sviluppate nel progetto
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g g Rice Weeds Control with Innovation Systems

Quali sono le attivita previste:

1)

Parametrizzare un sistema di supporto alle decisioni con lo scopo di ottimizzare gli =,
interventi di controllo delle malerbe e aumentarne Uefficacia attraverso la G
modellizzazione delle emergenze delle infestanti in riso "ffieff_f;‘_{;s\?""
Sviluppare e testare nano-formulazioni che incapsulino un principio attivo di un o N
erbicida usato per il controllo delle infestanti in riso, con lo scopo di ridurre la p%ﬁl
quantita di erbicida utilizzato e la lisciviazione nell’ambiente, mantenendo allo 5

stesso la sua efficacia

Sviluppare e testare delle soluzioni tecnologiche a base genetica non-OGM come

possibile strumento non-chimico integrativo/alternativo per il controllo delle Ii;_)SP
principali infestanti del riso. Questa tecnologia si basa sull’applicazione esogena di

dsRNA capace diinnescare il meccanismo dell’RNA interference: nanoincapsulare

la tecnhologia a dsRNA con lo scopo di facilitarne Uapplicazione fogliare e aumentare
’lassorbimento da parte delle piante



SISTEMI DI SUPPORTO ALLE DECISIONI: MODELLIZZAZIONE DELLE
EMERGENZE DELLE INFESTANTI

DSS (Decision Support Systems) per il controllo delle infestanti:
aiutano agricoltori, tecnici e consulenti a prendere decisioni piu
informate, tempestive ed efficaci sulla gestione delle erbe
infestanti, basandosi su dati scientifici e ambientali.

Temperatura di Potenziale idrico di
base base

100 -

Temperatura del suolo

80 4

Disponibilita idrica

60 -

40 ~

20 4

Emergenze cumulate (%)

O 1 T T T 1
1-mar 31-mar 30-apr 30-mag 29-giu 29-lug




SISTEMI DI SUPPORTO ALLE DECISIONI: MODELLIZZAZIONE DELLE EMERGENZE DELLE INFESTANTI

— Emergenze monitorate costantemente

Come si calibra un modello?

Emergenze —*

—_—R
R2

cumulate -
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SISTEMI DI SUPPORTO ALLE DECISIONI: MODELLIZZAZIONE DELLE EMERGENZE DELLE INFESTANTI

@ j- : :_11_ ,),‘“‘T Agenzia Regionale per la Prevenzione
gd . & C I_ av e Protezione Ambientale del Veneto

—

[ Pioggia giornaliera

Alertinf in Veneto — i
Dati meteo forniti dalle {

stazioni meteo presentl

Temperatura del suolo
sul territorio

giornaliera

A

https://www.arpa.veneto.it/dati- amblental|/mappe/agrometeo/alertlnf



SISTEMI DI SUPPORTO ALLE DECISIONI: MODELLIZZAZIONE DELLE EMERGENZE DELLE INFESTANTI

100 -
Alertinf in Veneto 5 ; 90 - — Abutilon theophrasti
s 80 - — Amaranthus retroflexus

70 - =— Chenopodium album
60 - — Polygonum persicaria

@® Chenopodium album - Farinaccio Amaranthus retroflexus - Amaranto comune 50 - Sorghum halepense

Emergenze cumulate %
&

30 A
20 -
) , ) 10 A
Sorghum halepense - Sorghetta Abutilon theophrasti - Cencio molle
0 T I |
14/04/24 26/04/24 08/05/24 20/05/24
Specie 28/04/2024 05/05/2024
ABUTH 91% 83%
Polygonum persicaria - Persicaria Solanum nigrum - Erba morella AMARE 15% 44%,
CHEAL 40% 74%
POLPE 34% 67%
SORHA 17% 1%




SISTEMI DI SUPPORTO ALLE DECISIONI: MODELLIZZAZIONE DELLE EMERGENZE DELLE INFESTANTI

AL e

e g e L

Giavoni (Echinochloa spp.)

—

Dati meteo forniti dalle
stazioni meteo presenti
sul territorio




SISTEMI DI SUPPORTO ALLE DECISIONI: MODELLIZZAZIONE DELLE EMERGENZE DELLE INFESTANTI

Il modello di previsione delle emergenze delle
infestanti serve per individuare il momento
opportuno per interrompere la falsa semina,
per ottimizzare la data di esecuzione
interventi di controllo, chimici o meccanici.

Piante emerse (n/m?)

Emergenze cumulate (%)

50

40

30

20

10

100

80

60

40

20

Preparazione
letto di semina

Intervento
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Intervento di
post-emergenza

1-Mar 31-Mar
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30-May 29-Jun



NANOFORMULAZIONI: SVILUPPO E TEST DI NANO-ERBICIDI

Erbicidi tradizionali Nano-erbicidi

Alcuni tossici per
l'uomo e gli animali ;
scarsamente _ _

oy .‘. ,"' <
degradabili m% - &
Al 2 ' ,..f . I .
Se s . /\( » formulazioni di pesticidi

tendono ad
accl:umular3|lnel suolo, con ridotta tossicita e
neu'sottosuo 0¢ impatto ambientale
netlacqua * uso di micro e nano
particelle, in grado di:

Altri meno tossici e
persistenti, ma troppo - proteggere i prodotti
agrochimici solubili

volatili o solubili, si

dlsperdo.no * indirizzarliverso le
nellambiente VANTAGGI: infestanti
1. la quantita di principio attivo necessaria per un trattamento e limitarne la
efficace in campo e significativamente ridotta diffusione
2. le particelle rilasciano lentamente il composto limitando le incontrollata nel
perdite nel sottosuolo dovute a pioggia e irrigazione sottosuolo e nelle

falde acquifere



NANOFORMULAZIONI: SVILUPPO E TEST DI NANO-ERBICIDI

Fasi di sviluppo in laboratorio e
test in ambiente controllato
Sintesi e ottimizzazione

@ D)
/ Sintesi della \

nanoformulazione Test di rilascio in |:>
acqua

Screening dei possibili
carrier (argille,
zeolite,...), rivestimenti
e metodi di sintesi

4 ﬁ @

Applicazione in serra
sulle specie target
Confronto con i prodotti
\k commerciale (tecnici)




NANOFORMULAZIONI: SVILUPPO E TEST DI NANO-ERBICIDI

l -u
e imazamox
O
=
N

Particelle minerali con range nano-micro

Argilla K10

Zeolite

Caolino

Sintesi della nanoformulazione

Assorbimento

e

25 3 35 4

mg Imazamox adsorbed/g sorbent

0 0.5 1

Equilibrium concentration in liquid phase (g/1)

15 2 45

—s—Montmerillonite —e—Zeclite —e—Cacline

(mg/g)

Rivestimento

5400 CMC = carboxyme cellulose

52.00

50.00 :
48.00 ;
46.00

44.00

42.00

40.00

K10 without coating K10+ CMC 1 g/l K10+ CMC 2 g/

08

0.7

06

05

04

03

0.2

01

[s]

rilascio in acqua

4] 5

—a— K10 without CMC

#—Kk10 + CMC 1 gl

10 15 20

tih)

K10+ CMC2 g/l  —e—kfD+ cmca g



NANOFORMULAZIONI: SVILUPPO E TEST DI NANO-ERBICIDI

Applicazione in serra sulle specie target

Design sperimentale:

* Argilla K10 + Imazamox t.g.

Zeolite + Imazamox t.g.

* Imazamoxt.g. i

« Imazamox p.c. (Beyond Plus) —

1 0 2 trattamenti (a 15 giorni di
distanza)

Rilievi dopo 4 settimane dal
primo trattamento e 2 settimane
dal secondo:

Stima visiva dell'efficacia
B Biomassa vegetale

1.80
1.60
1.40

CEPL)

3

£ 1.00
o
230
2
g 060

[a W
0.40
0.20
0.00

Oryza sativa var. sylvatica

Confronto tesi testimone, K10 e K10 x 2

100%

80%

60%

40%

(%) earsia e1oe21443

20%

o - ONT ' ClayK10 - A ClayK10x2

100%

80%

Confronto tesi testimone, Zeolite e Zeolite x 2
60% . .

40%

(%) AISIA BI2RDI1)T

20%

0%



NANOFORMULAZIONI: SVILUPPO E TEST DI NANO-ERBICIDI

Applicazione in serra sulle specie target

Echinochloa crus-galli

1.40 b I 100%

;¥ 1.20 80% ~
e w 1.00 =
£ 080 60% &
. - . © <
Design sperimentale: 2 0s0 ox &
[ —_
« Argilla K10 + Imazamox t.g. > 040 o S -1
0.20 a a a a . 5 . ] 3 ; e ——
e Zeolite + Imazamox t.g. 0.00 - W om o om| - 2 o Dy Clay K10 x2
e 0.1 —  100% . . . .
d Imazamox t.g. e 0.09 Confronto tesi testimone, Zeolite e Zeolite x 2
b - A 0.08 80% ——y ! Fierwe m sl
E o % 007 = mll Fl 73 :
* Imazamoxp.c. (Beyond Plus) — 3 008 o B
o 2 0.05 ;.
% 0.04 a0% g
& 0.03 3
. . . . 0.02 20% =
* 1 o0 2trattamenti (a 15 giorni di 001 I I I I
distanza) e 0%
ere . e @9+ ,\,e\{k \'\*Q'+ a*l\z /\z"+ qu\o \o""\:"
Rilievi dopo 4 settimane dal A P S
. . \6\ ’b""b %eﬁo
primo trattamento e 2 settimane 3

dal secondo : < 2
e =
Stima visiva dell'efficacia

B Biomassa vegetale



TECNOLOGIA GENETICA: SVILUPPO DI UN BIOERBICIDA PERIL
CONTROLLO NON CHIMICO DELLE INFESTANTI

Scopo: esplorare la fattibilita dell'utilizzo di
semplici acidi ribonucleici a doppio filamento
(dsRNA) come strumento di controllo delle erbe
infestanti alternativo agli erbicidi classici

=~
.| DMNA virus or RNA virus

RMA-dependent

RMA polymerase

Meccanismo dell’ M% .

RNA interference Ty
(RNAI) Lunghi dsRNA
esogeni

Silenziamento
genico post-
trascrizionale (PTGS)

oy DCLz ooy Dicer-like proteing
+

dsRNA
EELINTIARTTELTT)

o mr O
' N

lmw
@

lRepIication or transcription

= iral RNA/DNA

=l

+ ¥
Primary siRNA

+
i e Argonaute
4and AGoL AG0%  proteins
I'4 + N
:%_ RNA [EILT:)
s 11111 PO
- — e
+ ¥ paot
> 4 M ¥
\ 5 + 48 CHbons
. ‘ Secondary sikhAs W
o v
RNA degradation Transitivity DNA methylation

[ Silenziamento

transitorio ]

metilazione del

o DNA mediata da

RNA (RdDM)

22



TECNOLOGIA GENETICA: SVILUPPO DI UN BIOERBICIDA PERIL CONTROLLO NON CHIMICO DELLE

INFESTANTI
L’inizio della storia....

Acetolactate synthase
2. (ALS)
¥ o Inibitore dellALS

\ e.s. imazamox
o
o_f

Amaranthus hybridus

Sintesi di dsRNA in laboratorio

HighYield T7 RNAI kit Brush
spreading

D Q
P Ry

/ E:ngennus
-, dsRNAs
delve
Syringe / - //\

T ! In lation
infiltration /"" neLLane

~ .0 G

Needle
injectian Pipetting 23

Spraying




TECNOLOGIA GENETICA: SVILUPPO DI UN BIOERBICIDA PER IL CONTROLLO NON CHIMICO DELLE
INFESTANTI

@ DMNA vinus or RMA virus

|
-

lmw
@

lRepIication or transcription

= Viral RNA/DNA

RMNA-dependent
RMA polymerase l

e boz a3 Dicer-like proteins
+ + +
ﬁjﬁl E fg'ngﬂ Primary siRNA
"4 + b
w w mw  Argonaute
AGO1 AGOL A4 proteins
I's ¥ kY
RNA DHA
Hr— I
AGO1 AGO1 e
¥ +
o W ¥
\ * N ENbENE
- * Secondary sifhias
=
. e
RNA degradation Transitivity DNA methylation

>

-

..e la sua evoluzione (o involuzione)....

Jr——

T
- *

Insert target sequence into pTRY2

.@@.

Mobilize pTRV1
and pTRVZ in
Seedlings 10 days Agrobacterium

peEbIEon tumefaciens strain
| 2 GV3101
|'l.fl,
Fs
ff, Infiltrate

seedlings
Combine A. fumefaciens
cultures 1:1 and prepare
for infiltration

Amplify target sequence by PCR

Uso di vettorl

«silenziamento
genico indotto dal
virus» (VIGS)

Grow plants for an
additional 4 weeks

I i RT-gPCR

Individually grind frozen
plants to a fine powder

and aliquot in two tubes

o A

—
LC-MS




TECNOLOGIA GENETICA: SVILUPPO DI UN BIOERBICIDA PER IL CONTROLLO NON CHIMICO DELLE

INFESTANTI ...e la sua evoluzione (o involuzione)....

Amaranthus hybridus Nicotiana benthamiana

I DON'T BRING BAD LUCK

Solanum nigrum

y
i -
L 1 I
f b b
-. &L
#
- i
| b *
A
Y
&

Infestante?
R S s NO
YOUR LIFE WAS Protocolli NO Si S|
ALREADY vies

‘ PDS (phytoene desaturase) ‘ ALS (acetolactate synthase) AXR6 (CULL, cullin 1)




TECNOLOGIA GENETICA: SVILUPPO DI UN BIOERBICIDA PER IL CONTROLLO NON CHIMICO DELLE
INFESTANTI

...I primi risultati... a livello fenotipico...

Nlcot/an bentham/an P PDS Solanum nigrum




TECNOLOGIA GENETICA: SVILUPPO DI UN BIOERBICIDA PERIL CONTROLLO NON CHIMICO DELLE

INFESTANTI ,
...e a livello molecolare...

Nicotiana benthamiana PDS Solanum nigrum

l D S 115 PDS/Fbox/NT2 20 - AGO2/Fbox/NT2
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PDS/Fbox

0.8 4
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Fold change expression vs NT (NT2=1)
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TECNOLOGIA GENETICA: SVILUPPO DI UN BIOERBICIDA PERIL CONTROLLO NON CHIMICO DELLE

INFESTANTI ...e il tentativo di passare alle infestanti del riso...

Geni target

\ PDS (phytoene desaturase) ALS (acetolactate synthase)

Differenti vettori VIGS

> Virus Genes. 2018 Aug;54(4):616-620. doi: 10.1007/s11262-018-1569-9. Epub 2018 May 11.

Barley stripe mosaic virus (BSMV) as a virus-induced
gene silencing vector in maize seedlings

Sridhar Jarugula ' 2, Kristen Willie 2, Lucy R Stewart 4 wheat

Peegrini Atk

BSMV-Mediated Assays for Oat Functional Genomics

@ Emmanued N. Annan, Barbar K, Keith, Akamict Bra, & Wilkam E. Dyer &, () U Huang "

Ah-PDS (1 Kbp)




INTEGRAZIONE DELLE DIVERSE TECNOLOGIE PER UN CONTROLLO INNOVATIVO E SOSTENIBILE
DELLE INFESTANTI

| primi tre WP porteranno a risultati a diversi livelli di maturita
tecnologica (TRL), che saranno implementati per rendere
disponibili alla comunita scientifica nuovi strumenti hi-tech per la
gestione delle infestanti. <

»:fi‘; ‘a;

% 1
Scopo dell’ultima parte del progetto (e del post-progetto): \( =S \ Task 4.1: Field pilot experiment of weed control
. . . . . LERt with herbicide-nanoformulation managed by
integrare le diverse tecnologie e competenze sviluppate durante il B Alertinf )
progetto e fornire agli stakeholder un grado di fattibilita delle varie ﬁ“*ﬁ;_ /
tecnologie. )

dsRNA-nanoformulation

N o ‘1'."_-4—}“"1:'
Task 4.2: Pilot experiments of Echinochloa spp. )
control in semi-controlled environment with

Task 4.3: Results dissemination: demonstration

days, informative papers in trade journals,
video/photo production in specialized websites

E’in corso la sintesi delle NP-dsRNA...




RiWeCIS

........ Cantrplwith Innovation Systams

MDI? )] ;./. Ql e
Ny |7
Cosa ci aspettiamo da questo progetto? R
E"‘I’ﬂﬂl#_ - -:::' _._._i”‘ .Trl:cuucloc €5
2% <ol o

L'impatto del progetto RiWeCIS include la razionalizzazione dell'uso di erbicidi e lo sviluppo di
nuove alternative per il controllo delle erbe infestanti nei sistemi risicoli con soluzioni specifiche a
diversi livelli tecnologici.

L'obiettivo generale di RiWeCIS e
- migliorare l'uso delle tecnologie esistenti (ad esempio, modelli previsionali e applicazioni di

erbicidi)
- svilupparne di innovative (ad esempio, strumenti non chimici mediati da dsRNA e nanoparticelle)

L'impatto tecnologico di RiWweCIS portera allo sviluppo di due tecnologie all’avanguardia nel campo
agricolo perseguendo l'obiettivo principale di preservare lambiente e salvaguardare la salute umana

riducendo l'uso di erbicidi chimici.

La conseguenza sara un impatto economico diretto con l'aumento della produttivita e la riduzione
dei costi di trattamento e indiretto con la possibilita di investimenti in nuove tecnologie tramite start-

up o investimenti da parte di aziende private.
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