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Il mais rappresenta un alimento quasi irrinunciabile per I’allevamento degli animali in produzione
zootecnica, poiché I’amido contenuto nella granella presenta caratteristiche di fermentescibilita
ideali sia per I’alimentazione dei monogastrici che dei poligastrici. L’utilizzazione del mais
nell’alimentazione degli animali presenta tuttavia alcune criticita, la piu importante delle quali e la
possibile contaminazione da tossine prodotte da funghi microsporici. Tra queste quelle che
presentano i maggiori rischi per la salute dell’'uomo sono le aflatossine i cui effetti cronici
sull’organismo le fanno porre dalla IARC (International Agency for Research on Cancer) nel
gruppo 1 (agenti cancerogeni per I’'uomo). Le aflatossine sono prodotte da ceppi di Aspergillus
flavus e A. parasiticus, funghi, in condizioni ottimali di temperatura e umidita, possono anche
invadere le colture in campo determinando il marciume apicale della spiga del mais e
compromettere la qualita delle granelle in fase di stoccaccio.

Le aflatossine AFB1 sono accumulate nella carne e nel fegato, e riconvertite in AFM1 che possono
essere ritrovate nel latte e nei trasformati con valori 3-5 volte superiori. Per limitare il livello di
AFML1 nel latte, in tutti i paesi della Comunita Europea e stata fissata una sogliadi 5 g/kg di AFB1
per gli alimenti destinati alle bovine in lattazione (EC, 2010).

La necessita di garantire il rispetto dei limiti fissati dalla Commissione Europea e di ridurre i rischi
per la salute dell’'uomo impone alle aziende di trasformazione I’attuazione di misure di controllo
che incidono profondamente sui costi dell’intera filiera, con ripercussioni gravi sui produttori
primari in annate particolarmente sfavorevoli dal punto di vista epidemiologico. Infatti i costi per il
monitoraggio ed il mancato ritiro delle granelle conferite incidono negativamente sull’economia
della filiera e rendono necessario I’adozione di strumenti innovativi per la riduzione del rischio
fitosanitario connesso allo sviluppo delle aflatossine, per I’ottimizzazione del processo di
monitoraggio, e per la decontaminazione attraverso strategie di stoccaggio differenziato di lotti
contaminati.

Pertanto gli obiettivi del progetto G.I.R.A. sono:

1) Sviluppo di protocolli di Gestione del Rischio Fitosanitari in fase di coltivazione basati
sull’adozione di metodi a basso impatto ambientale e compatibili con i sistemi di agricoltura
biologica ed integrata;

2) Sviluppo di un sistema di supporto alle decisioni basato su modelli previsionali ed indici
vegetazionali da immagini telerilevate che costituisca uno strumento di interfaccia tra i
produttori primari del territorio ed il trasformatore per I’ottimizzazione di protocolli di
monitoraggio, controllo e decontaminazione in base al rischio di contaminazione stimabile a
scala di singolo appezzamento;

3) Sviluppo di un protocollo per I’abbattimento della concentrazione di aflatossine nei lotti di
granella contaminati attraverso sistemi di stoccaggio differenziato in atmosfera controllata
basati sull’utilizzo di ozono.

Al fine di raggiungere gli obiettivi prefissati, la presente proposta progettuale é stata articolata in 12
azioni interconnesse tra di loro.

L’azione 2, a carattere strettamente fitopatologico, € stata attuata dal gruppo di patologia vegetale
del DiISAAA, con I’obiettivo di sviluppare e valutare I’efficacia di protocolli di gestione del rischio
fitosanitario basati sull’utilizzo di un ceppo atossigeno di A. flavus AFX1 e su trattamenti condotti
con acqua elettrolizzata in fase di irrigazioni, al fine di prevenire e contrastare lo sviluppo
dell’agente infettivo ed il conseguente sviluppo della contaminazione da aflatossine in condizioni
colturali variabili.

Le azioni 5 e 6, attuate da Horta Srl e dalla Scuola Superiore Sant’Anna, hanno consentito di
implementare un sistema di supporto alle decisioni (DSS), basato sull’uso di modelli previsionali ed
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immagini telerilevate per la determinazione di indici vegetazionali, al fine di supportare gli
agricoltori nella gestione della coltura, ma anche e soprattutto di agevolare le operazioni di
controllo e monitoraggio al conferimento attraverso I’identificazione preventiva di appezzamenti a
rischio contaminazione.

Le azioni 7 e 8, attuate dalla Scuola Superiore Sant’Anna e dal Gruppo di Zootecnia del DISAAA,
hanno consentito di sviluppare e validare protocolli di decontaminazione basati sull’utilizzo
dell’ozono in fase di stoccaggio della granella.

Le azioni cardine della proposta sono state le Azioni 3, 4, 9 e 10. Le prime due hanno riguardato
I’adozione in condizioni di pieno campo delle tecniche di gestione del rischio fitosanitario
dell’Azione 2, permettendo di (i) valutare in condizioni reali I’efficacia degli interventi e la loro
sostenibilita ambientale ed economica e (ii) di calibrare e validare il DSS. Hanno partecipato come
soggetti attuatori dell’azione 4 due aziende agricole rappresentative della piana Lucchese e della
pianura Pisana (Cassettari Alessandro e Martello Nadia). Nell’Azione 3 la Scuola Superiore
Sant’Anna ha svolto prove parcellari nell’azienda agricola sperimentale del Centro Azanzi per
I’ottenimento di dati necessari alla parametrizzazione dei modelli del DSS.

Tramite I’azione 9, I’Unitaria Cooperativa Zoocerealicola, ha fornito il supporto agronomico alle
aziende agricole comprese nel PIF, mentre I’ Azione 10, attuata dal capofila Molitoria Val di Serchio
Srl, ha permesso di valutare la compatibilita tra le innovazioni proposte e gli standard di prodotto
richiesti dal trasformatore, in termini qualitativi ed economici.

La sostenibilita economico finanziaria della filiera e degli scenari alternativi attuabili tramite
I’innovazioni proposte é stata analizzata nell’azione 11, sempre a carico della Molitoria Val di
Serchio Srl, che ha curato anche la fase di coordinamento (Azione 1) e la realizzazione del sito web
(Azione 12.1).

Infine le strategie di comunicazione del progetto, nell’ambito dell’Azione 12.2, sono state
progettate, coordinate e gestite dal Comune di Capannori.
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Il partenariato

-
(@ _'].]loli foria Valdi __ﬁ@l‘chio

La Molitoria Val di Serchio s.r.l, con sede a Marlia (LU), via Ceppo di Melo 13/15, opera nel
settore dell’alimentazione zootecnica dal 1963 e produce cereali macinati, cereali e legumi fioccati,
miscele di semi interi o prodotti semilavorati. Ciascun prodotto viene confezionato in sacchi da Kg.
10 e 25. Il mais e il cereale piu rappresentativo del processo di produzione. Da passaggi successivi
di macinazione del mais si ottengono: il franto integrale (medio e fino) lo spezzato (fino, medio,
grosso) e la farina di mais. La macinazione dell'orzo da origine alla produzione di una farina
integrale. La cottura a vapore asciutto di cereali o legumi e il successivo passaggio tra due rulli da
origine alla produzione di fioccati di orzo, mais, avena, fave e piselli.

Di seguito sono sinteticamente riportate le fasi principali del processo produttivo: ricezione e
controllo materie prime; commercializzazione delle materie prime tal quali; stoccaggio materie
prime a temperatura ambiente; macinazione materie prime; fioccatura; miscelazione;
confezionamento e stoccaggio prodotto finito.

Tra i clienti piu rappresentativi della Molitoria VVdS si segnalano alcune grandi cooperative toscane
quali Terre dell'Etruria di Castagneto Carducci (LI), Oleificio Cooperativo Montalbano di
Lamporecchio (PI), L'Unitaria Cooperativa Zoocerealicola di Porcari (LU), il Consorzio della
Maremma di Grosseto (GR). Un bacino di riferimento in massima parte toscano che trova conferma
anche nel complesso dei fornitori di materie prime, costituito in gran parte da aziende cerealicole e
cooperative di stoccatori della piana lucchese e pisana.

I principali competitors della molitoria Val di Serchio operanti in Toscana e regioni limitrofe sono
Michelotti e Zei di Larciano (PT), esclusivamente sul piano cerealicolo, e, per il comparto
fioccatura, la ditta Giardini di Castiglione del Lago (PG).

Sant’Anna B

Scuola Universitaria Superiore Pisa

Scuola Superiore Sant'Anna di Pisa

@ un istituto universitario pubblico a statuto speciale, che opera nel campo delle scienze applicate. E’
organizzata in Istituti e composta da centri e laboratori, fondati e gestiti da docenti e ricercatori della
Scuola, con I'apporto di docenti esterni provenienti da altre Universita e da altri enti pubblici e privati,
italiani ed esteri. Ai fini del presente progetto si segnala come istituto di riferimento quello delle Scienze
della Vita e nello specifico il laboratorio “Land Lab — Agricoltura, Ambiente e Territorio”, coordinato dal
Prof. Enrico Bonari. L’Istituto di Scienze della Vita raggruppa competenze relative ai settori dell’agronomia,
della biologia e delle biotecnologie vegetali e dalla fisiologia medica. Il laboratorio “Land Lab™ ¢ attivo
nello sviluppo di sistemi colturali a ridotto impatto ambientale (ad esempio agricoltura sostenibile, integrata
e biologica), nello studio di sistemi foraggeri e cerealicoli innovativi, nell'analisi dei rapporti agricoltura-
ambiente a scala aziendale e territoriale, nello sviluppo e applicazione di metodologie innovative per studi
sull'agrobiodiversita funzionale, nell'utilizzazione di specie agrarie e forestali per usi innovativi in campo
non alimentare. In particolare, si dedica a studi sull’ottimizzazione dei rapporti tra esercizio dell'attivita
agricola, tutela dell'ambiente e gestione del territorio rurale e sulla valorizzazione e controllo delle
produzioni agro-alimentari di qualita, aspetti questi di interesse per il presente progetto. Il laboratorio ha
gia svolto in passato esperienze di coordinamento di progetti anche a scala internazionale su tematiche
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inerenti la sostenibilita delle produzioni agricole food e no-food. Si segnala inoltre il forte interessamento
per I’applicazione di modelli integrati ad immagini tele rilevate, e dei sistemi di gestione della produzione in
fase di post-raccolta nell’ambito delle filiere alimentari. Il laboratorio é attivo nell’ambito di parternariati
di ricerca nazionali e internazionali e collabora sia con istituti di ricerca italiani e stranieri che con enti
territoriali. Inoltre, ricca e la sua partecipazione ad eventi scientifici e divulgativi sulle tematiche di
interesse del presente trasferimento di innovazione, come pure la produzione scientifica.

Diparimento i Scienee Agranc
\Bmenmn & Agno-ambiennl

Universita di Pisa
Universita di Pisa - DiISAAA (Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari e Agro-Ambientali)

il dipartimento conta attualmente 69 ricercatori, 92 tecnici e circa 45 giovani in formazione che sviluppano
numerosi filoni di ricerca con elevato grado di apprezzamento nazionale ed internazionale. Nel quadriennio
2008- 2012 i ricercatori del DiSAAA-a hanno prodotto circa 860 pubblicazioni a carattere scientifico e
divulgativo di cui la meta su riviste internazionali con referees. A queste figure si affiancano annualmente
numerosi visiting scientists e visiting scholars provenienti da molti paesi europei ed extraeuropei. La
complessa struttura del DiSAAA-a rende difficile una descrizione sommaria delle tematiche di ricerca
attualmente perseguite di cui si dara qui di seguito solo una breve elencazione delle linee piu attuali,
raggruppate per tematiche principali, ad ognuna delle quali corrispondono specifici programmi di ricerca
finanziati da enti pubblici e privati e da progetti europei. Laboratori e aziende sperimentali: presso il
DiSAAA-a sono attualmente attivi 14 laboratori, 5 aziende sperimentali e 3 impianti per coltura protetta e
fuori suolo. Le analisi e le metodologie applicate (sia in pieno campo che in laboratorio) sono
continuamente aggiornate mediante uno specifico piano di investimento e di ammodernamento delle
strumentazioni per garantire una adeguata efficienza delle ricerche. 1l DiSAAA-a, inoltre, ha numerose
collaborazioni attive, regolate da accordi quadro specifici, con il CNR, il CRA, I’ENEA, I’'INEA, la Scuola S.
Anna di Pisa nonché con numerose Universita e Istituzioni di ricerca Italiane e straniere operanti nel settore
delle Scienze Agrarie e delle Scienze applicate. Il DiSAAA-a inoltre, partecipa, sin dalla sua costituzione e
mediante gran parte dei propri docenti, alle attivita di ricerca del Centro di Ricerche Agro- ambientali ‘E.
Avanzi’ dell’Universita di Pisa

All’interno del DiSAAA, il gruppo di ricerca afferente laboratorio di ““Patologia Vegetale & Micologia™, ha
pluriennale esperienza nello studio delle malattie fungine delle piante e nella difesa biologica delle stesse.
Le competenze presenti nel gruppo, con riferimento al progetto in questione, includono la biologia, la
genetica e la fisiologia dei funghi fitopatogeni e dei funghi benefici impiegabili in lotta biologica, I’impiego
di funghi antagonisti per la difesa da malattie fungine, la genomica e la filogenetica di funghi di interesse
agrario.

Il gruppo dispone di due laboratori, uno destinato a studi piu strettamente biologici e I’altro di biologia
molecolare. Ha, inoltre, accesso ad un microscopio elettronico a scansione ESEM. In anni recenti, le attivita
di ricerca si sono concentrate sull’impiego di funghi benefici per la lotta contro la Fusariosi della spiga del
Frumento, sull’impiego di funghi benefici nella coltura del pomodoro, sull’impiego di metodi alternativi per
la difesa di piante floricole dalla Verticillosi, sull’impiego di funghi micoparassiti per il controllo di
Sclerotinia sclerotiorum ed altri funghi formanti sclerozi, sull’impiego di funghi biostimolanti per la messa a
punto di substrati innovativi per colture floricole, sull’utilizzo di funghi fimicoli per la produzione di
metaboliti antifungini naturali da impiegarsi per la difesa delle colture.
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HORT@

—— From research to hield ——
Horta S.r.l.

e uno Spin-Off dell’Universita Cattolica del Sacro Cuore di Piacenza che si propone come piattaforma
permanente per la valorizzazione dei risultati provenienti dalla Ricerca attraverso: i) il trasferimento
dell’innovazione tecnologica alle realta produttive, nei settori delle coltivazioni agrarie intensive ed
estensive, delle produzioni agroenergetiche, dei marchi di qualita, delle filiere agroalimentari, con
particolare riferimento alla produttivita, sostenibilita ambientale ed alla sicurezza alimentare; ii) la
progettazione, lo sviluppo e la realizzazione di nuovi itinerari produttivi e nuovi prodotti/mezzi tecnici che
possano essere immessi sul mercato; iii) la realizzazione di attivita di supporto alla consulenza tecnica,
pubblica e privata, alle aziende agricole attraverso metodi innovativi di ICT (Information and
Communication Technology).

Il contesto nel quale si colloca Horta e caratterizzato da un quadro in cui le imprese agricole hanno da un
lato I’esigenza di innovazione, per quanto concerne sia i mezzi tecnici che i processi produttivi, e dall’altro
di assistenza tecnica qualificata. Horta intercetta queste esigenze, proponendosi come soggetto per
I’innovazione di prodotto e di processo e per I’assistenza tecnica in agricoltura, principalmente attraverso:
i) lo sviluppo di sistemi di supporto alle decisioni (dall’inglese DSS) via web; ii) lo sviluppo applicativo dei
mezzi tecnici (agrofarmaci, agenti di biocontrollo, fertilizzanti, sementi ed altri mezzi tecnici) e iii) progetti
di sviluppo agroindustriale (R&D).

Horta ha sviluppato e immesso sul mercato nazionale DSSs per la coltivazione sostenibile di grano duro e
tenero (granoduro.net® e grano.net®), di orzo (orzobirra.net®) e di vite (vite.net®). Ulteriori DSS per altre
colture sono in fase di sviluppo, tra cui quello per il mais.

N E:“ .

W COMUNE DI
G, CAPANNORI

Comune di Capannori

Capannori si estende nella piana lucchese per 165,50 kmq, tanto da essere considerato uno dei comuni
rurali piu grandi d’Italia.

Il territorio si compone di una zona centrale pianeggiante e di due fasce collinari una a nord, in prossimita
dell’Altopiano delle Pizzorne, ed un’altra a sud, dove si trova il Monte Pisano.

I confini hanno subito nel corso del tempo numerose modifiche, raggiungendo I’assetto attuale nel 1925.
Capannori comprende quaranta frazioni, ognuna delle quali con caratteristiche proprie che la rendono
unica. Il capannorese & infatti un territorio complesso e variegato, che presenta realta e paesaggi diversi in
grado di soddisfare le esigenze piu disparate. L'origine contadina della “gente di Capannori* e I'appellativo
di "Comune rurale piu grande d'Italia” non possono che essere motivati dalla vocazione naturale del
territorio e dalla predisposizione della sua gente a vivere in esso attivamente e con una particolare
laboriosita.

In passato I'agricoltura era molto diffusa (come del resto in tutta I'area toscana) e tante erano le specie che
venivano coltivate. Sicuramente oggi questa attivita si & ridotta notevolmente ma alcuni prodotti sono
rimasti pressoché immutati nella loro qualita e sono diventati molto famosi anche al di fuori della Toscana.
Sul territorio del comune di Capannori risultano oggi attive 350 imprese agricole con 560 addetti.
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/UNITARIA

COOPERATIVA ZOOCEREALICOLA ar.l.

L’Unitaria Coooperativa Zoocerealicola AR.L.

costituita nel dicembre 1981, ha la propria sede nel comune di Porcari (Lucca) e svolge la propria attivita
in buona parte della provincia di Lucca e in alcune zone ubicate nelle province limitrofe di Pistoia, Pisa e
Firenze, nel comparto della raccolta, essiccazione, conservazione e commercializzazione per conto dei soci,
dei prodotti cerealicoli (grano tenero e duro),dei cereali foraggeri (mais, orzo e avena), dei semi oleosi
(girasole e soia) e, a partire dall’anno 2002, dei prodotti ortofrutticoli; cura inoltre la fornitura ai propri
soci dei prodotti e mezzi tecnici necessari alle coltivazioni (fertilizzanti, sementi, fitofarmaci, attrezzature) ed
agli allevamenti (mangimi, granaglie foraggere ecc.) nonché un adeguato servizio di assistenza tecnico-
agronomica con 2 laureati in scienze agrarie e 2 periti agrari. L’entita economica delle varie attivita risulta
evidente dalla suddivisione delle vendite riferito all’esercizio 2014 (valori in €): mais, avena, orzo, grano,
soia, girasole ( € 3.250.708), ortaggi (€ 1.310.993), concimi (€ 1.039.518 ), fitofarmaci (€ 317.460),
sementi (€ 356.106), mangimi e prodotti zootecnici (€ 632.594), altro (€ 503.065). Alla cooperativa
aderiscono oltre 500 soci (dai 190 iniziali) e da un punto di vista economico ha registrato notevoli
incrementi di fatturato per assestarsi intorno ai 7 milioni di € mediamente con punte di 9,50milioni nel 2012;
essa ha manifestato ““storicamente” la capacita di ottenere positivi risultati netti di gestione unitamente ad
un elevato grado di soddisfazione dei soci agricoltori e coltivatori diretti. L’oculata politica degli
amministratori nel contenimento dei costi diretti e indiretti, gli investimenti mirati all’aumento della
produttivita delle operazioni di condizionamento e stoccaggio dei cereali nonché un elevato grado di
fidelizzazione della base associata, hanno consentito la realizzazione del primario obbiettivo della massima
valorizzazione del prodotto “mais”, principale coltura dei produttori associati. Le strutture di cui € dotata,
concentrate nella sede di Porcari, consistono in un complesso per il condizionamento e lo stoccaggio dei
cereali che insiste su un’area recintata di c.a. 9.000 mq , costituito da silos metallici verticali della capacita
complessiva di mc 13.920, magazzino piano in c.a.v. per deposito cereali di mq 1.000, impianto di
essiccazione composto da 2 colonne per una potenzialita complessiva di 40 ton/h di prodotto verde,
attrezzature complementari (ricevimento, ventilazione e condizionamento, monitoraggio termico), tettoia
scarico e carico cereali e , palazzina uffici, piazzali c.a. mq 5.000. Nel giugno 2002 ha ultimato un progetto
di ampliamento realizzando un magazzino per la conservazione e la selezione di frutta e ortaggi e una
tettoia carico e scarico ortaggi per complessivi 2.800 mg. con 3 celle frigo per complessivi 780 mc,
finalizzato al ritiro, conservazione e distribuzione delle produzioni di ortaggi conferiti dai soci. Nel 2005 ¢
stato realizzato un investimento finalizzato alla razionalizzazione dello stoccaggio dei cereali con la
realizzazione di 2 nuovi silos, di una nuova tramoggia di carico cereali e di adeguato impianto
refrigerante che consente una adeguata conservazione dei cereali; I’investimento ha consentito un reale
miglioramento della qualita del lavoro e dei prodotti cerealicoli commercializzati e per questo la
cooperativa ha beneficiato dei contributi previsti dal Piano di Sviluppo Rurale della Regione Toscana
Misura 7 reg CEE 866. Negli ultimi esercizi € continuata I’attivita caratteristica della cooperativa con una
intensificazione della diversificazione verso il settore ortofrutticolo in particolare verso produzioni tipiche e
prodotti locali. | cereali restano sempre il settore di maggiore interesse sia per numero di soci conferenti
che per volume di affari, e in particolare il Mais per uso foraggero; tuttavia negli ultimi anni hanno avuto
un notevole incremento la coltivazione degli altri cereali (grano tenero e duro) e delle oleginose (girasole).
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LE AZIENDE AGRICOLE

Az. Agr. Cassettari Alessandro

con sede a Capannori, I’azienda ha indirizzo produttivo prevalentemente cerealicolo.

La SAU totale condotta dall'azienda, circa 69 Ha, é coltivata a mais e altri cereali e colture industriali
avvicendate con coltivazioni foraggere. Presente in azienda un piccolo vivaio di specie fruttifere (circa 0.6
Ha). Il mercato di riferimento dell'azienda € prevalentemente locale. Le produzioni di cereali e
proteoleaginose trovano infatti shocco presso i principali collettori della zona: Molitoria Val di Serchio e
L'Unitaria Coop Zoocerealicola.

Az. Agr. Martello Nadia

Con una superficie complessiva supeirore a 300 ettari, I’azienda si configura in tre grandi corpi aziendali
suddivisi in diversi comuni della pianura Pisana.

La SAU e in massima parte a seminativo, con una ripartizione colturale che prevede generalmente il: grano,
duro e tenero, la colza, il girasole, il prato di medica. L’azienda si & dotata negli anni delle migliori
attrezzature presenti sul mercato, pratica I’agricoltura conservativa e svolge progetti di sperimentazione sul
sequestro del carbonio con colture di copertura invernale successiva semina su sodo delle colture
primaverili; il tutto in collaborazione con I’Universita di Agraria di Pisa e il centro Avanzi, sotto la guida
scientifica del Prof. Marco Mazzoncini. Applica I’agricoltura di precisione al fine di diminuire le dosi di
concime e razionalizzare I’impiego dei fitofarmaci, per preservare I’ambiente.
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L'accentuata rappresentativita dell'azienda sul territorio regionale, pur portando un netto vantaggio
grazie all'accesso competitivo al mercato, pone necessariamente in rilievo, sul piano economico,
sociale e territoriale, anche gli aspetti critici del processo di gestione, in particolare quelli che
attengono al profilo della sanita e sicurezza alimentare delle produzioni e, nello specifico del
presente progetto, al rischio di contaminazione da micotossine delle partite di cereali e legumi. La
gravita del rischio sanitario indicato, con particolare riferimento alle aflatossine (metaboliti
secondari di Aspergillus flavus) arriva infatti periodicamente a mettere in crisi le intere filiere
cerealicola e zootecnica locali.

Questo il principale elemento che ha motivato, con l'attivazione della sottomisura 16.2, la necessita
concreta del trasferimento di innovazioni da parte degli enti di ricerca per la messa a punto di
soluzioni volte a:

A supporto del trasferimento delle innovazioni proposte, principalmente con funzione di
collegamento tra i diversi soggetti in gioco, la Molitoria ha curato direttamente le seguenti azioni
progettuali:

Azione 1 - Coordinamento e gestione del gruppo di cooperazione
Azione 10 - Innovazione in fase di trasformazione e stoccaggio
Azione 11 - Analisi economico finanziaria della filiera

Azione 12.1 - Disseminazione dei risultati progettuali - sito web
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Azione 1 Coordinamento e gestione del gruppo di cooperazione

E stata attivata una consulenza specifica, su incarico diretto dell’azienda scrivente, finalizzata
inizialmente alla redazione dell'accordo di cooperazione tra i partner, condiviso e approvato da tutti
in coerenza con le finalita della filiera e del progetto pilota realizzato con la sottomisura 16.2.

Oltre all'attivita iniziale di progettazione ed al monitoraggio delle attivita nel corso di tutta la durata
del progetto, il capofila ha gestito le responsabilita di propria competenza, cosi come definite in
seno all’accordo, sempre mediante consulenti incaricati. L'attivita di monitoraggio e stata volta a
fornire a tutti i partner il supporto tecnico e amministrativo per la pianificazione e la risoluzione di
eventuali problematiche inerenti lo sviluppo del progetto. Oltre al coordinamento tecnico generale
del progetto tale attivita ha compreso la gestione dei rapporti con gli uffici regionali competenti, con
gli altri partner del gruppo di cooperazione e con i soggetti esterni.

Le consulenze e i servizi di natura tecnico-agronomica-amministrativa hanno riguardato le seguenti
macro-attivita:

Gestione amministrativa del progetto e comunicazioni con gli uffici regionali competenti
Organizzazione degli incontri operativi

Progettazione e redazione della documentazione tecnica di progetto, inziale, intermedia e
finale

Ricerca ed elaborazione dati e gestione documentazione tecnica per I’analisi propedeutica
del contesto, con ricaduta trasversale su tutte le azioni progettuali (analisi dei fabbisogni,
indagine territoriale, reperimento dati tecnici a supporto dell’azione 11 — Analisi economica
della filiera)

L’incarico e stato affidato alla societa di consulenza Melograno Servizi Srl di Pistoia, gia
responsabile del coordinamento dell’intero PIF, che ha curato i seguenti aspetti funzionali allo
svolgimento delle diverse fasi progettuali:

Organizzazione e gestione degli incontri tecnico-operativi tra i consulenti tecnici, il capofila,
I partner scientifici (SSSUP, DISAA-a, Horta Srl), il comune di Capannori, la Coop
L’Unitaria e i partner agricoli, per tutta la durata del progetto

Attivita di coordinamento generale e sviluppo delle singole fasi di realizzazione del progetto
in sintonia con tutti i partner coinvolti.

Gestione tecnico-amministrativa del progetto 16.2: elaborazione e redazione
documentazione tecnica (relazione tecnica domanda iniziale; documentazione tecnica
relativa alle domande di proroga; relazione intermedia; relazione tecnica domanda di
pagamento); gestione, compilazione e presentazione delle istanze iniziali, intermedie e finali
sul sistema ARTEA.

Analisi e valutazioni di congruita delle spese progettuali ai sensi della normativa PSR
cogente

Implementazione, monitoraggio e aggiornamento del fascicolo aziendale (gestione rapporti e
comunicazioni lo Sportello CAA di riferimento dei diversi partner)

Gestione comunicazioni con gli uffici regionali competenti, centrali e territoriali, per quanto
concerne il progetto mis.16.2.

Elaborazione dati e gestione contabile della documentazione di spesa e giustificativi di
pagamento

Rendicontazione del progetto
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Lo studio di consulenza incaricato ha gestito in modo particolareggiato le azioni di collegamento
della sottomisura 16.2 con il progetto generale PIF, verificandone costantemente la rispondenza alle
indicazioni riportate sui bandi e gestendo le necessarie comunicazioni con gli uffici regionali
preposti. Ha svolto inoltre il coordinamento generale del progetto e dei partner coinvolti,
incaricandosi anche della verifica di una corretta gestione amministrativa delle pratiche.

Dato il contenuto di forte innovazione della proposta, una particolare attenzione é stata rivolta alla
collaborazione continuativa del capofila con i partner scientifici deputati al trasferimento di
innovazione scientifica e tecnologica.

Ogni fase progettuale e stata realizzata secondo una logica di sviluppo condiviso attraverso la
collaborazione costante dei consulenti incaricati con i seguenti partner scientifici:

il team di ricerca del coordinatore scientifico Prof. Giovanni Vannacci dell’Universita di
Pisa, Professore Ordinario con cattedra di Patologia Vegetale presso il Dipartimento di
Scienze Agrarie, Alimentari e Agro-ambientali (DISAA — Partner A19) che ha curato la
verifica dell’efficacia di protocolli tecnici per il contenimento del Rischio di
Contaminazione da aflatossine, attraverso la valutazione di due Sistemi di Gestione del
Rischio Fitosanitario (SGF) a basso impatto ambientale, basati 1’uno sull’impiego di un
ceppo atossigeno di Aspergillus flavus e I’altro sull’impiego acqua elettrolizzata.

il team di ricerca del Dott. Giorgio Ragaglini (Partner A18), ricercatore presso la Scuola
Superiore S. Anna, Istituto di Scienze della Vita, gia diretto dal Prof. Enrico Bonari, ha
coordinato la realizzazione di un test parcellare ed il controllo del test di pieno campo
effettuato presso le aziende agricole pilota, per il confronto di diverse strategie di difesa da
infezione di A. flavus, seguendo i protocolli colturali adottati nelle prove di pieno campo
guidate dal partner A19; ha acquisito immagini telerilevate mediante drone e satellite per
I’identificazione di aree a rischio infezione da Apergillus flavus. Ha realizzato immagini
aeree multi spettrali, in particolare le bande nello spettro del rosso (RED) e dell’infrarosso
vicino (NIR) per la determinazione della riflettanza ed il successivo calcolo del NDVI
(Normalized Difference Vegetation Index); ha realizzato test pilota di detossificazione con
ozono della granella di mais aflatossinato.

Il team di ricerca del Prof. Andrea Serra, associato di Zootecnia presso il DISAA, ha
effettuato due test di trasferimento; il primo su bovini da latte. il secondo su pollo. Gli
animali sono stati suddivisi in base a diete contenenti mais non trattato, mais sanificato
mediante o0zono e mais da prove con AFXL.

Il team di ricerca del Dott. Pierluigi Meriggi, presidente di Horta srl, (http://www.horta-
srl.com/) Spin Off dell’universita di Piacenza, ha posizionato centraline meteo nelle due
aziende pilota per implementare sul mais, per il rischio aflatossine, il proprio sistema di
supporto decisionale (DSS — Decision Support Systems), validando il nuovo modello
previsionale di contaminazione da A. flavus e di produzione di aflatossine per I’areale,
nonché implementando le calibrazioni del modello sul DSS brevettato da Horta e integrando
i valori NDVI sul sistema previsionale.

Analogamente, per la verifica del corretto svolgimento delle fasi progettuali, sono stati curati e
mantenuti nel tempo i rapporti con i produttori primari partner diretti del progetto. In primo luogo le
due aziende pilota (az. Agr. Cassettari Alessandro di Capannori — partner A10 - e Az. Agr. Martello
Nadia di Crespina — partner A7), ma anche con il principale centro di stoccaggio dell’areale di
riferimento, la cooperativa zoocerealicola L’Unitaria, partner A21, che ha svolto I’assistenza
agronomica alle aziende in filiera PIF.
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In questo modo il capofila ha garantito il coordinamento e il monitoraggio delle azioni progettuali
su tutte le fasi del ciclo produttivo, sia in campo, dalla semina alla raccolta, fino alla fase di
stoccaggio e trasformazione delle granelle, al fine di agevolare il trasferimento delle innovazioni
previste.

Inoltre la Melograno Servizi Srl ha svolto I’indagine preliminare del contesto territoriale di
riferimento, propedeutica per lo svolgimento delle azioni 10 (innovazione in fase trasformazione) e
11 (analisi economica della filiera), in sintonia con il lavoro svolto da tutti i partner e, in particolare,
per quanto concerne la sola fase di pieno campo, dalla cooperativa L’Unitaria.

Infine ha curato I’elaborazione e interpretazione dei dati ottenuti dall’analisi di monitoraggio del
contenuto di aflatossine svolta dal personale della Molitoria sui campioni di granelle ricevute nel
corso dei due anni di progetto.
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Azione 10 - Innovazione in fase di trasformazione e stoccaggio

Il comprensorio principale del PIF G.I.R.A. PER LA PIANA LUCCHESE e quello della piana di
Lucca e dell’alveo ex lago di Bientina, storicamente vocato alla coltivazione del mais (Fig. 1).

Figura 1 — Incidenza della SAU a Mais (colore giallo) nella Piana Lucchese (anno 2016)
(Fonte: L’Unitaria - elaborazione QGIS -OpenData - http://dati.toscana.it/dataset/artea-piani-colturali-grafici)
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Nell’ambito del protocollo sperimentale del progetto G.I.R.A. 16.2, finalizzato a individuare la
variabilita di contaminazione da aflatossine su due tipologie di classi di mais con differenti
epoche di semina e in diversi contesti territoriali, allo scopo di esaltare le diverse condizioni di
produzione della granella, sono state realizzate prove di coltivazione del mais sia nella piana
lucchese (Fig. 1) che nella pianura pisana (Fig. 2).

Figura 2 — Incidenza della SAU a Mais (colore giallo) nella Piana Pisana (anno 2016)
(Fonte: Nostra elaborazione QGIS -OpenData - http://dati.toscana.it/dataset/artea-piani-colturali-grafici)
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Come ben evidenziato dalla tabella 2 e, graficamente, dalle figure 1, 2, 3, il progetto ha messo a
confronto la realta della Piana Lucchese, ad altissima incidenza maidicola, con quelle della
provincia di Pisa, estremamente vocata per i seminativi ma non particolarmente per la coltura del
mais, data I’assenza di significativi comprensori irrigui e la conseguente impossibilita di procedere
all’irrigazione, pratica fondamentale per il rendimento quali-quantitativo della coltura.

Tabella 2 — SAU a Mais a confronto con i principali seminativi da granella in Toscana — anno 2016 - Dati in Ettari
(Fonte: Nostra elaborazione dati ARTEA-piani-colturali-grafici 2016)

Provincia Mais Frumento duro Frumento tenero Girasole
Firenze 1277 3223 4986 1153
Arezzo 2188 14046 6519 4548
Lucca 1461 25 468 322
Grosseto 1554 27055 4463 2481
Livorno 137 10393 1018 1721
Massa 10 0 9 0
Pisa 2041 23822 5535 3744
Prato 191 194 554 45
Pistoia 1334 24 169 257
Siena 1876 32817 4604 3209

Figura 3 — Distribuzione provinciale della SAU a mais e relativa incidenza (Dati in Ettari)
(Fonte: Nostra elaborazione dati ARTEA-piani-colturali-grafici 2016)
Incidenza Mais su SAU seminativi principali

% Mais

l 75%

SAU a Mais nel 2016 - Distribuzione per provincia

10 6%

Il protocollo scientifico ha previsto la ripetizione della coltivazione per due anni, 2016 e 2017,
confrontando due varieta di mais (precoce, FAO 400 -ciclo 120 giorni e tardiva, FAO 600 — 130
giorni).

Su entrambe le varieta e stato applicato il Sistema di Gestione del rischio Fitosanitario SGF_AFX1,
basato sull’uso di AFX1, a confronto con un controllo (Figura 4).
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Figura 4 — Etichetta ministeriale del formulato AF-X1

Il principio attivo del prodotto, Aspergillus flavus MUCL54911, € un fungo
isolato e selezionato nei terreni italiani. Questo ceppo, a differenza della
maggior parte di quelli presenti nell’ambiente, non produce tossine pur
essendo estremamente competitivo e vitale, cioe in grado di svilupparsi piu in
fretta degli altri Aspergilli presenti nell’ambiente. Una volta distribuiti e
insediati sulla coltura, gli Aspergilli di AF-X1 agiscono come
antagonisti dei ceppi che producono aflatossina, impedendo loro di
colonizzare e contaminare le spighe. In questo modo, il trattamento
dovrebbe permettere di ridurre il rischio che I’infezione della pianta si
traduca nello sviluppo di alti livelli di aflatossina. Scopo della
sperimentazione é stato quello di determinarne I’efficacia nei contesti tipici
degli areali toscani di coltivazione del mais.

In tabella 3 si riporta I’andamento delle precipitazioni e delle temperature dei mesi estivi nelle
campagne agrarie in esame. L’elemento meteo € determinante, potendo condizionare fortemente lo
sviluppo e la diffusione dell’ Aspergillus flavus.

Tabella 3a — Precipitazioni a confronto con dati storici — anni 2016-2017
(Fonte: Consorzio Lamma)
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Tabella 3b — Anomalie termiche del periodo in esame
(Fonte: Consorzio Lamma)

Agosto

‘Anomalia Temperatura Massima Giomaliera dal 01/08/2016 21 31/08/2016  Anomalia Temperatura Minima Giomaliera dal 01/08/2016 al 31/08/2016

2016 2016

2017
2017

e

2016

Anomalia Temperatura Massima Giomaliera dal 01/09/2017 al 30/09/2017 Anomalia Temperatura Minima Giomaliera dal 01/09/2017 al 30/09/2017

.y

]

2017

Si sono osservate due estati tendenzialmente siccitose, in modo molto intenso nel 2017
(caratterizzato anche da gravi fenomeni di siccita fin dai mesi primaverili), seguite, in entrambe le
annate, da un mese di settembre in netta controtendenza (anche se tardiva per i risultati produttivi
della coltura, soprattutto dove € stata coltivata in asciutto).

E noto come le alte temperature associate a fenomeni di stress idrico, soprattutto in fase di
maturazione, rappresentino le condizioni ambientali piu favorevoli per lo sviluppo di Aspergillus
flavus che & una muffa tipicamente termofila.

E stato percio possibile, nel corso dei due anni di progetto, verificare direttamente, sia sul campo,
sia nelle parcelle sperimentali coltivate dai partner IAP, I’efficacia del trattamento con il formulato
AFX1 secondo il metodo “inondativo”.

Analogamente é stato possibile, attraverso i risultati del monitoraggio finale svolto presso il centro
di raccolta della Molitoria Val di Serchio, dimostrare I’efficacia delle pratiche di irrigazione sul
controllo del rischio aflatossine anche in annate particolarmente favorevoli allo sviluppo
dell’ Aspergillus flavus (si veda in Figura 10 la distribuzione dei campioni analizzati).
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A integrazione delle attivita sperimentali realizzate dagli altri partner, il capofila ha svolto, per
ciascuna delle due campagne maidicole indicate, le fasi finali dei monitoraggi necessari per la
gestione integrata del rischio di contaminazione da aflatossine sulla granella di mais prodotto nella
filiera e destinato alla trasformazione nell’impianto aziendale.

La coltura, a ciclo primaverile-estivo, ha consentito di operare, per i 24 mesi di progetto,
relativamente alle fasi di raccolta e stoccaggio, nell'arco di due intere campagne maidicole,
incidendo positivamente anche sull'attendibilita statistica dei dati rilevabili.

Il monitoraggio in campo (Fig 5) é stato effettuato, per ogni campagna, in due momenti del ciclo
di coltivazione:

1. In fase di maturazione delle cariossidi si & operato sulle spighe in pianta attraverso il
controllo visivo della eventuale presenza di micelio o ife e il prelievo di spighe campione da
sgranare e sottoporre ad analisi qualitativa con lampada a fluorescenza nel laboratorio
aziendale.

2. In fase di raccolta sono stati impiegati due addetti full time per intercettare e sondare
direttamente in campo la granella di mais fresco “sotto trebbia”. Sono stati effettuati
campionamenti direttamente dalle mietitrebbie in fase di raccolta, prima del carico su
autotreno, al fine di deviare eventuali partite anomale e garantire da subito la segregazione
fisica delle partite. Ciascun campione rappresentativo é stato quindi sottoposto a verifica in
laboratorio con kit di determinazione rapida della presenza di aflatossine (Fig. 6).

Figura 5 — Fasi del monitoraggio in campo

Scelta Inizio Prelievo Analisi
appezzamento trebbiatura campioni rapide

L’analisi massale basata sul controllo visivo € stata integrata con lo strumento a fluorescenza
MONITOX 500 della Isoelectric, in grado di determinare qualitativamente la presenza/assenza di
contaminazioni (aflatossine B1) dovute allo sviluppo di muffe sula granella.

MONITOX 500 sfrutta la capacita dei raggi UV (365 nm) di illuminare in maniera fluorescente i
chicchi contaminati da Aflatossina, facilmente riconoscibili poiche, a differenza di quelli sani,
assumono una colorazione che pud andare dal giallo fosforescente al giallo con punte di blu
elettrico.

Si possono individuare anche delle colorazioni che si avvicinano all’arancione fosforescente, ma
sono da considerarsi del tutto trascurabili, poiché non significano tanto la presenza di Aflatossina,
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quanto piuttosto la presenza di batteri normalmente esistenti nel terreno e comunque non pericolosi.

Interpretazione del controllo: indicativamente sono sufficienti 1-2 chicchi o parti di chicchi
fluorescenti su 1 Kg di granella analizzata per superare le 5 ppb. Sono invece sufficienti 3-4 chicchi,
o parti di chicchi fluorescenti su 1 Kg di granella analizzata per superare le 20 ppb.

Analisi piu approfondite, di tipo quantitativo, sono state effettuate nel laboratorio aziendale con
lettore ottico Vicam attraverso le seguenti fasi operative:

macinazione della granella, preparazione della soluzione acquosa, filtrazione, trasferimento della
soluzione sulle strip, lettura ottica, stampa del risultato.

Il tutto visualizzabile nell’infografica seguente (figura 6):

Figura 6 — Fasi dell’analisi in laboratorio aziendale

/' macinazione

Operazioni relative al monitoraggio nel centro di trasformazione

Per lo sviluppo delle azioni progettuali in fase di stoccaggio finale e trasformazione i dipendenti
incaricati hanno svolto le seguenti attivita:

Adeguamento e sanificazione di due silos (Figura 8) per lo stoccaggio differenziato di
alcune partite di mais provenienti dal partner IAP Cassettari

Gestione ricevimenti per lo stoccaggio separato nei silos dedicati

Coordinamento trattamenti antiparassitari nei silos da parte di impresa specializzata (Centro
Disinfestazione Livornese)

Campionamenti nei silos

Campionamenti su prodotti finiti (mangimi, spezzato di mais, farina gialla)

Invio dei campioni ai laboratori di analisi e ricezione risultati

Campionamento per analisi rapide

La gestione dei ricevimenti € una fase delicatissima e fondamentale per la risposta qualitativa
dell’intero processo produttivo. Ogni lotto in arrivo e stato analizzato con strumento GAC2100 per
determinazione rapida sulla granella dei parametri di umidita (misura per conduttivita), peso
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specifico, temperatura (Fig. 7)

Figura 7 — Grain tester GAC2100

——

silos (Fonte: Molitoria Val di Serchio)

Figura 8 — Ricevimento e stoccaggio in
| f

In condizioni ordinarie la conservazione in silos richiede una particolare attenzione da parte del
gestore di un centro di raccolta, in quanto il cereale, considerato “alimento umano o zootecnico”,
prevede I’applicazione di un sistema aziendale di autocontrollo basato sul metodo H.A.C.C.P. (tanto
ai sensi del Reg CE 852/04, sull’igiene dei prodotti alimentari, quanto in conformita al Reg CE
183/2005 che stabilisce requisiti di igiene per i mangimi)

Per la migliore gestione del rischio aflatossine, prima ancora della sua conservazione, la granella e
stata sottoposta ad un attentissimo controllo finalizzato alla differenziazione delle partite che, come
ben dimostrano gli esiti del monitoraggio effettuato nella fase di campo, sono risultate parecchio
difformi per condizioni di provenienza, coltivazione, raccolta, trasporti, umidita, impurita e grado di
contaminazione.

E stato pertanto prioritario operare subito alla segregazione delle partite piti contaminate.
Successivamente al ricevimento, i controlli messi in atto hanno riguardato:

controllo idoneita e integrita dei silos prima dell’inserimento del cereale;
operazioni di sanificazione completa dei silos;

controllo della impurita ed umidita del cereale;

pulitura pre-essiccazione per eliminare le impurita;

essiccazione del cereale (evitando temperature superiori a 100°C);

pulitura meccanica post-essiccazione;
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monitoraggio e controllo visivo della presenza di infestanti (insetti e/o roditori, nell’area
circostante)

Durante la fase di conservazione la procedura operativa ha previsto il monitoraggio del cereale che
e durato in modo continuativo per tutto il periodo dello stoccaggio (prelevamento campioni,
misurazione temperature e analisi rapide con determinazione quantitativa).

Inoltre, il personale ha effettuato movimentazioni periodiche della massa per favorirne la
ventilazione ed evitare la formazione di zone di condensa.

Tutte le fasi operative indicate sono state eseguite monitorando mensilmente il silo di stoccaggio del
cereale e, quotidianamente, I’area esterna allo stesso. La gestione di quanto descritto ha comportato
un minuzioso ed attento lavoro di debiotizzazione interna ed esterna al silos, il posizionamento di
trappole per insetti, la dislocazione dei dispositivi a cattura multipla dei roditori, la realizzazione di
una mappa indicante le relative installazioni (Fig. 9), il controllo visivo entomologico dei campioni
prelevati all’interno della massa, la messa a punto di azioni correttive, ove necessarie.

Figura 9 — Planimetria disposizione dispositivi controllo infestanti

Le operazioni di fumigazione per la disinfestazione del cereale (con idrogeno fosforato) sono invece
state affidate al Centro di Disinfestazione Livornese (CDL), I’unico centro di riferimento in zona
specializzato per questo tipo di operazioni.
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Interpretazione dei dati derivanti dal monitoraggio sulle granelle (campagne 2016-2017)
Attraverso il calcolo della deviazione standard si sono normalizzati i valori medi dei dati derivanti
dall’analisi delle granelle, per avere un’idea della volatilita della dispersione relativa alle due
campagne agrarie (Tab 4 — Figura 10)

Tabella 4 — Aflatossine su granella mais (Medie annuali e deviazioni standard — 2016 -2017)

Figura 10 — Dispersione campioni di granelle di mais analizzate (Molitoria 2016 e 2017)

Osservazioni

Su 130 campioni di granella di mais complessivamente analizzati (50 nel 2016 e 80 nel 2017) solo
in due casi (Fig 9) si sono osservati valori superiori al limite di legge (20 ppb). Ben 36 campioni
presentavano risultato nullo, cioé inferiore al limite di quantificazione del dispositivo di analisi
impiegato. La dispersione e molto elevata, come risulta dalla elaborazione statistica dei dati, a
indicare una certa variabilita territoriale e dei metodi di conduzione degli appezzamenti coltivata. Si
e registrata comunque una tendenza generale al conferimento di mais con discrete e a volte buone
caratteristiche sanitarie, nonostante I’andamento meteo non proprio favorevole. Una parte
importante delle aziende agricole della Piana Lucchese mostra di gestire con attenzione e regolarita
la pratica dell’irrigazione, in modo particolare nei terreni meno dotati di riserve idriche. Grazie
all’assistenza agronomica effettuata dal partner L’Unitaria é stata riposta molta attenzione anche alla
fase di raccolta, prestando la massima cura alla regolazione della mietitrebbia per evitare rotture
della granella, operando con tempestivita, anche in funzione dell’umidita del prodotto. Le aziende
sono state affiancate nella scelta dell’ibrido da seminare, nella fase di distribuzione di fertilizzanti
azotati in dosi adeguate, durante le operazioni di diserbo e, dove necessario, di trattamento con il
formulato AF-X1.

La stessa cooperativa L’Unitaria, infine, ha curato la gestione del rischio aflatossine nella fase di
ricevimento e stoccaggio delle granelle conferite dagli agricoltori associati, attraverso adeguati
monitoraggi, analisi delle partite e controllo dei parametri di processo (temperature di
conservazione; refrigerazione).

Abbiamo quindi elaborato i dati derivanti dalle analisi quantitative svolte dal partner L’Unitaria.
I risultati sono riportati in tabella 4bis e in figura 10bis:

Tabella 4bis — Aflatossine su granella mais (Medie annuali e deviazioni standard — Unitaria 2016 -2017)
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Figura 10bis — Dispersione campioni di granelle di mais analizzate (Unitaria - 2016 e 2017)

A titolo di confronto con le granelle di mais provenienti da produttori di base, sono state infine
analizzate anche le partite derivanti da altri operatori commerciali (stoccatori, collettori intermedi,
commercianti, ecc). Di seguito i risultati ottenuti su 25 campioni di granelle 2017, ricevute da
stoccatori commerciali nel corso del 2018 (Tab 5 — Fig 11)

Tabella 5 — Aflatossine su granelle provenienti da operatori commerciali (Medie annuali e deviazioni standard — 2018)

Figura 11 — Dispersione su analisi campioni da op. commerciali (2018)

Considerazioni conclusive

Il quadro delle valutazioni analitiche osservate ha consentito di conoscere I’andamento complessivo
delle due campagne maidicole, relativamente al rischio aflatossine. Se si considera come
“ordinario” e “su scala comprensoriale” il monitoraggio effettuato dalla Molitoria Val di Serchio, il
dato che emerge con chiarezza é il calo delle contaminazioni registrato nel 2017 dal partner
L’Unitaria, conseguente all’assistenza tecnica agronomica apportata nell’ambito del progetto
GI.R.A. e, in qualche caso, all’impiego del formulato AFX1 con il suo potere abbattente nei
confronti dei ceppi tossigeni di Aspergillus flavus.

GIRA Relazione finale - Pagina 23/47




Monitoraggio in fase trasformazione

Esiti del monitoraggio

Tutte le fasi successive al ricevimento e stoccaggio delle granelle presso la Molitoria Val di Serchio
sono state accompagnate da controlli puntuali del livello di contaminazione attraverso
determinazioni quantitative rapide con il dispositivo Vicam (i risultati aggregati sono riportati in

Tab 6 e nelle Fig. 12-13).

Tabella 6 — Aflatossine su prodotti trasformati (Medie annuali e deviazioni standard — 2016 -2017)

Figura 12 — Dispersione su analisi campioni trasformati (2016, 2017, 2018)

Figura 13 — Medie valori di contaminazione rilevati su campioni trasformati (2016, 2017, 2018)
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Analisi presso laboratori extra-aziendali

Con frequenza minore sono stati inviati campioni di prodotto al laboratorio accreditato di AGER
Borsa Merci Bologna, per analisi approfondite relative alle seguenti determinazioni:

Aflatossina B1,B2,G1,G2
Deossinivalenolo (DON)
Zearalenone
Fumonisina B1,B2

Nelle tabelle 7 e 8 il report dei risultati ottenuti:

Tabella 7 — Analisi esterne su granelle di mais
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Tabella 8 — Analisi esterne su mangime
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Interpretazione risultati delle analisi effettuate presso laboratori esterni

Relativamente al rischio aflatossine, in conformita con le disposizioni del Reg UE 574/2011, si sono
osservati in tutti i casi valori inferiori ai limiti di 0,02 mg/kg (ppm) pari a 20 ppb per le materie
prime per mangimi (granella di mais) e inferiori a 0,01 mg/kg (ppm) pari a 10 ppb per i mangimi
(purché non destinati a bovini da latte).

Tabella 9 — Micotossine da analisi esterne (Medie e deviazioni standard — 2016 -2017)
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Riferimenti normativi principali
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Relativamente agli aspetti economici e finanziari il capofila ha dato luogo, inizialmente, a un‘analisi
settoriale per lI'individuazione dei punti di forza e degli sbocchi di mercato reali e potenziali.

Scopo principale la formulazione di alcune ipotesi di consolidamento e sviluppo della filiera, sulla
scorta dei risultati dell’analisi economico-finanziaria, fino alla definizione di idonee forme
aggregative che siano a vantaggio di tutti gli operatori in gioco.

In funzione dei risultati dello studio preliminare, anche nell’ottica di un successivo sviluppo e
consolidamento della filiera, e possibile pervenire all'elaborazione di un contratto-tipo in cui siano
definiti i parametri di prezzo, tempi di consegna, stoccaggi e modalita di conferimento, in linea con
le innovazioni introdotte dal progetto.

L'analisi degli aspetti economici e finanziari ¢ stata affidata al Per. Agr. Valerio Marchioni della
Melograno Servizi Srl, consulente con esperienza di durata pluridecennale, maturata sia sul
territorio toscano, sia sul mercato cerealicolo nazionale, e in possesso di elevate competenze anche
in settori produttivi extra-agricoli.

Secondo una logica oggettiva e rappresentativa degli attori in campo sono state individuate 4
imprese:

CODICE PIF IMPRESA INDIRIZZO ATTIVITA’
VIA CEPPO DI MELO, 13/15 -
ALl g”E%LC:'L?()FQgARVfL = 55014 CAPANNORI FRAZ. MOLITORIA
Ll MARLIA (LU)
L'UNITARIA
COOPERATIVA VIA DEL SESTO 3, 55016
Azl ZOOCEREALICOLA  PORCARI (LU) STOCCATORE
SOC. COOP.
CASSETTARI CORTE BOSCHI, 119 LOC.
b ALESSANDRO PICCIORANA LUCCA PEIRIECILA
A7.1 MARTELLO NADIA VIA ZAVAGNO 60 AH AGRICOLA

CRESPINA LORENZANA (PI)
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Analisi economico patrimoniale sul campione rappresentativo individuato
I Conti del maiscoltore campagna 2017

COSTI DI PRODUZIONE (Esempio 140 g.li di verde con 22 % di umidita pari a 124 g.li di secco 14%)
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COSTI DI PRODUZIONE (Produzione 100 g.li di verde con 22 % di umidita pari a 88,5 q.li di secco 14%)
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CONTO ECONOMICO produzione 140 q.li di verde con 22 % di umidita pari a 124 q.li di secco 14%:

Ricavi vendita prodotto prezzo medio 2017 (€ 18/quintale x 124) 2.232,00
PAC ed altri diritti 300,00
TOTALE RICAVI | 2.552,00

TOTALE COSTI | 2.034,00

MARGINE 518,00

CONTO ECONOMICO Produzione 100 q.li di verde con 22 % di umidita pari a 88,5 q.li di secco 14%:

Ricavi vendita prodotto prezzo medio 2017 (€ 18/quintale x 88,5) 1.593,00
PAC ed altri diritti 300,00
TOTALE RICAVI | 1.893,00
TOTALE COSTI | 1.913,00
PERDITA - 20,00

Fonte delle tabelle: rilevazioni Melograno su documentazione formale

Dai conteggi esposti appare evidente che il punto di pareggio € molto alto. Nei conti, tra I’altro,
non abbiamo considerato i costi d’irrigazione che generalmente e per scorrimento 0 non viene
adottata. Ne conseguiamo che la coltivazione del mais, anche se esente da fitopatie, ha un unico
obiettivo: LA QUANTITA’ e ovviamente (parametro su cui non si puo incidere) il PREZZO.
L’ACCORDO DI FILIERA aggiunge 1 € a quintale, per un valore attorno ai 100 € per ettaro.

L’Essiccazione e lo stoccaggio

RITIRO DEL MAIS : il ritiro del mais verde avviene franco piazzale dello stabilimento con
mezzi e costi a carico del produttore.

QUALITA’ E IMPURITA’: il prodotto deve essere maturo, sano, mercantile, non infestato da
corpi estranei, privo di odori e sapori. Le impurita sono gia calcolate nella misura dell’1% nella
tabelle dei cali e comunque ad ogni carico I’operatore addetto valuta le eventuali eccedenze di
impurita.

UMIDITA’: I’'umidita viene riscontrata al conferimento del verde

TABELLA DI ESSICCAZIONE: il mais verra essiccato al 14% di umidita con i cali del
CALCOLO COEFFICIENTE RIDUZIONE SECCO (Contratto Tipo Italiano n.103) secondo la
seguente formula: 100 - [umidita iniziale% + (impurita 1% + 0,05 per ogni punto oltre il 14%)]
fratto 100 - 14% Umidita Finale, moltiplicato 100 tabelle pubblicate e note. Il costo di
essiccazione iene calcolato in base all’umidita.
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FORME DI CONFERIMENTO: all’atto del conferimento il socio deve esplicitamente indicare il
tipo di conferimento: CONTO AMMASSO VOLONTARIO, CONTO ESSICCAZIONE E RITIRO
AZIENDALE O VENDITA.
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L’'UNITARIA COOOPERATIVA ZOOCEREALICOLA risultati ultimi 2 esercizi :
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LA COOPERATIVA OPERA CON LA GESTIONE COSTI/RICAVI.

IL PRODOTTO 2017 SI STIMA VENGA LIQUIDATO AD UN VALORE NETTO AL
SOCIO DI 15,3 QUINTALE IN COERENZA CON IL MERCATO ED I COSTI.

Risultati 2017: vendite esercizio 2017 € 1.037.320 - acquisto € 971.513 =€ 65.807 pari al 6%
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di marginalita

La Trasformazione

LA MOLITORIA VAL DI SERCHIO S.R.L. produce cereali macinati, cereali e legumi fioccati,
miscele di semi interi o prodotti semilavorati. Da passaggi successivi di macinazione del mais si
ottengono: il franto integrale (medio e fino) e la farina di mais. La macinazione dell'orzo da origine
alla produzione di una farina integrale. La cottura a vapore asciutto di cereali o legumi e il
successivo passaggio tra due rulli da origine alla produzione di fioccati di orzo, mais, avena, fave e
piselli. 1l costo di lavorazione varia dai 3 ai 6 € per quintale: | sono risultati dei due ultimi
esercizi sono:
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L’ottima situazione patrimoniale esprime un processo gia in corso. Infatti nel 2017 sono gia stati
investiti oltre 600.000 € nel progetto di ristrutturazione.

Nell’esercizio 2017 c’e stata una importante perdita di valore aggiunto dovuta a volatilita e alti costi
materie prime oltre ai disagi della ristrutturazione che, in qualche modo hanno inciso.

Come tutte le attivita industriali il Valore Aggiunto nella trasformazione e la misura dell’efficienza
dell’azienda e gli oneri finanziari (inesistenti nel nostro caso) della sua stabilita.
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Il lavoro si € svolto partendo dal calcolo delle marginalita e dell’incidenza delle varie operazioni
compiute dai vari attori lungo la filiera in continuita con il lavoro di analisi economica svolto al
precedente punto 2. Il calcolo dell’incidenza dei vari passaggi € stato determinato mediante le
rilevazioni fatte sul campione preso in analisi. Mentre sono determinabili dai bilanci dello
stoccatore e del molino gli indici, é difficile farlo sulle imprese agricole per le variabili a cui esse
sono esposte (resa, prezzo di mercato materie prime, ecc.). In merito agli aspetti economici I’unico
riferimento comparabile é il VALORE AGGIUNTO:
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Le analisi relative ai bilanci delle imprese prese in esame evidenziano:

L’UNITARIA COOOPERATIVA ZOOCEREALICOLA indici ultimi 2 esercizi

INDICI FINANZIARI 2016 2017

4.157.243 4.007.404

LiQuibiTa* - e 1,02 - 1,08
(Liquidita. Immediate. + Differite / Passivo a breve) 4.095.747 3.718.507
6.043.434 5.719.683

DISPONIBILITA e 148 - 1,54
(Attivo breve / Passivo a breve) 4.095.747 3.718.507
77.153 71.734

COSTO MEDIO PROVVISTA FINANZ. e 2,18 e 2,18
(Oneri passivi / Debiti onerosi x 100) 3.535.965 3.286.467

INDICI DI STRUTTURA 2016 2017

1.281.729 1.137.283

COPERTURADELLE IMMOBILIZZAZIONI ~ —emmeeeeee- 8534 oo 81,68
(Patrimonio netto / Tot. immobilizzazioni x 100) 1.501.992 1.392.343
(Dipendenza finanziaria) 6.263.697 5.974.743

INDEBITAMENTO e 0,83 - 0,84
(Dehiti Breve e M/L / Totale Attivo) 7.545.426 7.112.026
(Indipendenza finanziaria) 1.281.729 1.137.283

AUTOFINANZIAMENTO e 017 - 0,16
(Patrimonio netto / Totale attivo) 7.545.426 7.112.026
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MOLITORIAVAL DI SERCHIO S.R.L.

INDICI FINANZIARI 2016 2017
1.878.194 1.691.018
LIQUIDITA* 356  memmeemememeee- 3,24
(Liquidita. Immediate. + Differite / Passivo a breve) 528.140 521.202
1.898.996 1.814.932
DISPONIBILITA" e 3,60 - 3,48
(Attivo breve / Passivo a breve) 528.140 521.202
0 0
COSTO MEDIO PROVVISTA FINANZ.  eeeeeeeeeeeeee 0,00  —mmeeememeeeee- 0,00
(Oneri passivi / Debiti onerosi x 100) 461.089 905.336
INDICI DI STRUTTURA 2016 2017
1.353.242 1.402.019
COPERTURADELLE IMMOBILIZZAZIONI ~ —eeemmemememeee 343,20  ----m-memememeee- 139,85
(Patrimonio netto / Tot. immobilizzazioni x 100) 394.302 1.002.501
(Dipendenza finanziaria) 940.056 1.415.414
INDEBITAMENTO e 0,41  —--mmeeemeee- 0,50
(Debiti Breve e M/L / Totale Attivo) 2.293.298 2.817.433
(Indipendenza finanziaria) 1.353.242 1.402.019
AUTOFINANZIAMENTO e 059  mmmeeememeneee- 0,50
(Patrimonio netto / Totale attivo) 2.293.298 2.817.433

Tale riclassificazione evidenzia la differenza tra la gestione cooperativa a costi/ricavi con scopi
mutualistici che comunque e in equilibrio finanziario, ed una gestione industriale tipica
dell’impresa privata con situazione davvero invidiabile sia finanziariamente che strutturalmente.
Altrettanto si potrebbe dire per gli agricoltori tranne che I’enorme valore del capitale investito ha
scarsissimo ritorno.

Risulta piu semplice calcolare il ciclo del circolante:

DURATA DURATA Giacenza Ciclo Rotazione | Rotazione
MEDIA MEDIA media finanziario del del capitale
CREDITI DEBITI | scorte (gg.) | circolante | magazzino | investito
( qg ) ( g9 ) (Scorte / Fatturato (gg. crediti - (Fatturato netto/ | (Fatturato netto /
) ) netto x 365) gg. debiti + gg. Scorte) Tot. Attivita)
scorte)
Agricoltore 90,00 90,00 180,00 180,00 - 0,11
Stoccatore 177,64 138,54 84,10 123,20 4,34 1,04
Molino 126,81 39,77 11,5 98,54 31,60 1,39

I dati esposti nell’analisi, soprattutto per la parte agricola, sono molto eloquenti.

La strada piu importante che gli agricoltori possono percorrere, considerando i fattori esogeni su cui
non possono incidere (andamento stagionale, prezzi internazionali, costi dei mezzi di produzione,
ecc.), € quella della FILIERA, attraverso contratti legati a qualita e servizi e puntando (banale dirlo)
alle RESE.
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Principali borse merci nazionali:

ASSOCIAZIONE

GRANARIA o1 MILANO
QUOTAZIONI ALL'INGROSSO SULLA PIAZZA DI MILANO - MEDIA MENSILE 2018

iy -‘-—..h‘-_.‘#_-'
2/ BORSA MERCI BOLOGNA

LABORATORIO ANALISE

" #S % &
C C i +
#. 1" $11"3_( 0456
51 1%655 | 11655| 07/ //| 07, //| .55 | 855
306 12655| 2 655|078//|079//| .55 | 855
306 1(655| 2 655|079//| 071 // | 1655 | %55
// *"7 306 2 655| 2655|07://|071// | %55 | %55

Le Borse di cui sopra sono generalmente prese a riferimento dalla gran parte degli operatori
nazionali. Esse quotano il prodotto settimanalmente. AGER Bologna ¢ il riferimento piu prossimo
alla nostra area. Il contratto adottato € generalmente: A.GE.R. Borsa Merci Bologna
ASSOCIAZIONE GRANARIA EMILIANA ROMAGNOLA CONTRATTO ITALIANO PER
GRANOTURCO NAZIONALE «Rinfusa - Franco camion e/o altro veicolo»

103

Contratto N.
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Borsa Merci Telematica Italiana

Telematiche 2017 : Granoturco secco TON. 580.646 € 103.783.001 (P.M. € 178,7) contratti 586

Principali Borse merci a termini telematiche mondiali di nostro riferimento:

Chicago Board of trade (CBOT)

Specifiche principali del contratto FUTURES di mais
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FUTURES DI MAIS

PREZZI - 21 AGOSTO 2018
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La formazione del prezzo:

Il prezzo del mais di qualita definita (precondizione) si forma nel rapporto domanda/offerta
dall’esame di variabili essenziali da interpretare per attribuire un valore immediato o futuro. Esse
sono, come in ogni mercato, nell’incontro tra la domanda e I’offerta, la produzione, il commercio, il

agEgy =

Il mercato & ormai globalizzato e quindi per avere un’idea dei prezzi che si sono formati o si vanno
formando dobbiamo esaminare questi elementi a livello internazionale. Nei mercati a termine e nei
mercati finanziari FUTURE tali dati sono indispensabili per avere qualsiasi quotazione.

Vediamo quindi gli scenari internazionali e nazionali:
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Il mercato mondiale

Mais Mondo Domanda ed offerta per campagna Milioni di Tonnellate

MILIONI DI TONNELLATE Variazione 2018/19
Su 2017/18
2016/17 2017/2018 | 2018/2019 M. Ton. %
produzione 1.087 1.044 1.052 8.0 0.8
commercio 138 151 155 4.0 2.6
consumo 1.045 1.079 1.098 19.0 1.8
Scorte finali 330 296 249 -47.0 -15.9

Fonte: elaborazione Melograno su dati IGC

Analisi e previsioni:
Nei prossimi anni ci sara una modesta espansione dell'area coltivata, con un'ulteriore crescita in
alcuni paesi, limitata dalla forte concorrenza di altre colture, in particolare i semi di soia.

La domanda e destinata a crescere ulteriormente nei prossimi anni, trainata dall'espansione dell'uso
di mangimi nei paesi in via di sviluppo. Anche il processo industriale e salito in seguito all'aumento
della produzione di etanolo e amido.

Si prevede che le scorte mondiali diminuiranno, principalmente a causa dei prelievi effettuati in
Cina (che detiene il 50% degli stock); anche le scorte dei maggiori esportatori non sono aumentate.

L'uso crescente dei mangimi potrebbe portare il commercio globale a livelli senza precedenti. La
robusta domanda di mangimi dovrebbe innescare acquisti piu ingenti da parte di numerosi
importatori chiave, tra cui Iran, Arabia Saudita, Corea del Sud, Vietnam e Messico.

Dopo un calo previsto in questa stagione, si prevede che la produzione globale raggiungera un
nuovo massimo nel 2021/22 legata agli aumenti di produttivita e raggiungera i 1.106 milioni di
tonnellate.

Il consumo mondiale dovrebbe avere un aumento medio annuo dell'l,5% fino a 1.134 milioni di
tonnellate nel 2022/23, circa 55 milioni in piu rispetto al 2017/18 per effetto di una maggiore
trasformazione in Cina, Brasile e UE.Si prevede che l'uso di cibo salira costantemente,
principalmente legato agli aumenti di popolazione in Africa, America Latina e Asia

Le scorte finali globali (aggregate delle rispettive campagne di commercializzazione locali) hanno
raggiunto un picco di 330 milioni nel 2016/17. Si prevede che il riporto mondiale si riduca a 199
milioni di tonnellate entro la fine del periodo di previsione (2021/22), inferiore di 97 milioni
rispetto alla stima per il 2017/18: il rapporto stock-use scende dal 30%, a 18 % (livello di guardia).

Si prevede che i principali esportatori manterranno le loro quote di mercato, con gli Stati Uniti che
rappresentano circa un terzo delle spedizioni totali. A 53,3 milioni di tonnellate nel 2022/23, le
esportazioni statunitensi aumenteranno di 6,6 milioni rispetto alla stagione in corso. Il Brasile
dovrebbe mantenere la sua seconda posizione, ma la crescita dovrebbe essere contenuta
aumentando il fabbisogno di mangimi domestici.
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Le produzioni medie di Mais in Europa nella campagna 2016

, I/

Ultime: Produzione nell’UE-28 che la Commissione Europea ha indicato nelle stime di fine luglio
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2018 sui 63,7 milioni di tonnellate.

L’ Italia, come vedremo, € netto importatore (oltre 5 milioni di tonnellate),ed e compratore dai Paesi
europei per quote molto importanti. Dopo I’Ucraina (fino al 30%) importa principalmente da
Ungheria, Francia, Austria, Romania, Croazia, Slovenia e Croazia. Altri Paesi extra UE (che

assommano a circa il 10%) sono Russia, Serbia, Moldavia, Brasile e Canada.

Le produzioni di Mais in Italia nella campagna 2017
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In Toscana (Fonte ISTAT):
! #$ - I'$ I'$ %o 1%’
A &$ &$ A

2 11

)55

8 G,

C (/I I/ -

Nella campagna2018 si registra un ulteriore calo degli investimenti (Italia 638.548 — 1% sulla
campagna 2017 di cui Toscana 13.987 - 8,6%) Il dato toscano & preoccupante soprattutto se riferito, come
si vede dalla tabella successiva ad alcune importanti provincie:
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La tendenza al calo produttivo del mais italiano dura da una decina di anni, con il conseguente e
continuo aumento delle importazioni dall’estero per soddisfare il nostro fabbisogno. Nel 2001
eravamo autosufficienti. Poi e cominciata una fase di lento declino. Nel 2007 abbiamo importato
circa il 10% del mais di cui avevamo bisogno, diventato il 34% nel 2013. Ora siamo praticamente
al 50% come si vede nella tabella successiva:
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Oggi piu che mai la maiscoltura in Italia mantiene del tutto intatte tutte le sue prerogative di
produzione strategica ed indispensabile per le necessita del nostro sistema agro-zootecnico. Il
bilancio italiano del mais evidenza, infatti, che la disponibilita di mais per soddisfare il consumo
interno sia di oltre 11 milioni di tonnellate all’anno, delle quali circa 1’80% destinate
all’alimentazione degli animali.
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All'impossibilita di seminare le varieta piu produttive fornite dalle moderne biotecnologie , negli
ultimi anni si € aggiunta l'incertezza sulla qualita sanitaria dei raccolti a causa della diffusione della
presenza di micotossine dei cereali, soprattutto dell’aflatossina, che comporta notevoli problemi nel
comparto del latte, impedendo I'utilizzazione zootecnica della granella a favore di un utilizzo nei
digestori delle centrali a biogas con inevitabile perdita di valore.

In questo contesto di crisi produttiva e di bassi livelli di prezzo il progetto si concentra, da un punto
di ista tecnico sull’impiego di trattamenti e di metodi per arginare I’insorgere del problema
aflatossine. Da un punto di vista economico I’ACCORDO DI FILIERA tende a premiare il prodotto
di qualita .

Il Mercato campagna 2017 (Fonte BMTI)

Mais secoo: andamenio del FINC" e delle quolazioni BMTI (£/T)
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La valutazione dell’AGER di Bologna per il granturco nazionale ad uso zootecnico (contratto
103), nel 2017 ha auto un valore medio di 178,74 €/tonnellata. Le quotazioni del mais nazionale
sono aumentate tra la fine di luglio.
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Termini economici ACCORDO DI FILIERA

L approvvigionamento della materia prima “mais” avverra attraverso I’accordo con i partecipanti
diretti per un quantitativo annuo pari 4300 Ton. La merce € rappresentata da mais; il prezzo sara
determinato secondo la quotazione Grano Turco “Nazionale Comune” AGER Borsa Merci di
Bologna, media mimino-massimo, Contratto Inter associativo n. 103. Inoltre sono previste i
seguenti premi in base alla presenza di aflatossine:

* Presenza inferiore a 5ppb: Listino AGER Bologna Nazionale MAX + € 1/ quintale Premio

* Presenza da 5 a 20ppb: Listino AGER Bologna Nazionale MAX

Il trasporto risultera a carico del venditore, resa merce franco arrivo.

L’epoca di ritiro sara ripartita per quote mensili da settembre a maggio di ogni campagna ed il
pagamento é 30 giorni fine mese (tramite bonifico bancario).

GIRA Relazione finale - Pagina 41/47




Dall’analisi esposta, per essere concreti e “calarla” nel territorio dove si sviluppa il nostro progetto
svolgiamo, in sintesi, le seguenti considerazioni:

SCENARIO INTERNAZIONALE a medio :

aumento dei consumi importante fino a 1.134 milioni di tonnellate;
produzione in crescita fino a 1.106 milioni di tonnellate;
di conseguenza scorte in calo fino alla soglia strategica (dal 30% al 18%);

aumento importante del commercio internazionale.

SCENARIO COMUNITARIO - EST EUROPA:

investimenti nella coltura e crescita delle produzioni (2016: 60.1 M. TON.- 2018 63.7 M.
TON);

il mercato Europa/Paesi Est é quasi autosufficiente.

SCENARIO ITALIANO:

percio:

gli alti costi di produzione, con la concorrenza di altre colture, riducono I’interesse verso la
coltura (nell’area lucchese si assiste, per motivi attinenti all’estremo frazionamento delle
proprieta ad un implacabile abbandono);

occorre ricorrere per i consumi, ormai 50% del fabbisogno, al prodotto estero con
dipendenza totale dai mercati internazionali;

non ci sono player commerciali (almeno in Toscana) sufficientemente organizzati per gestire
operazioni su mercati finanziari con derivati eccetera per fare operazioni di HEDGING
"copertura del rischio™ sia per i venditori che per gli acquirenti. Per I’acquirente si ricorre a
mercati a temine attraverso CONTRATTI FORWARD cioé sul mercato non regolamentato
come quello dei FUTURE.

la tendenza teorica del mercato € rialzista con la variabile del cambio €/$;

piu concretamente vediamo una situazione di stabilita da sfruttare per il venditore e per
I’acquirente attraverso I’ACCORDO DI FILIERA che prevede la diversificazione
commerciale del rischio con consegna differita del prodotto.

L’accesso al mercato a termine, ad oggi, € appannaggio solo del settore industriale.
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La Piana di Lucca puo essere definita ad oggi una “campagna urbanizzata”. La corte rurale lucchese
e il principale fenomeno insediativo. Le caratteristiche geomorfologiche dei terreni hanno da
sempre favorito l'agricoltura, infatti la natura alluvionale dei suoli e la ricchezza di acque
superficiali e sotterranee, hanno rappresentato un vantaggio per le coltivazioni. Ad oggi i terreni
coltivati nelle aree pianeggianti ospitano a prevalenza seminativi. Domina una parcellizzazione
agraria assai rilevante dovuta alla presenza di molteplici proprieta. Le aziende agricole presenti
sono a prevalente conduzione familiare. Come si puo notare dalla mappa non esistono particolari
problemi logistici per le distanze tra le aree di coltivazione e gli impianti di stoccaggio(Porcari) e
trasformazione (Lunata — Marlia). E’ una filiera molto corta con una viabilita discreta.

| problemi sono altri:

FRAMMENTAZIONE DEL TESSUTO IMPRENDITORIALE E DIFFICOLTA DI
AGGREGAZIONE, DIMINUZIONE NELL’ULTIMO DECENNIO DELLA SAT E DELLA
SAU E PREVALENZA DI AZIENDE DI PICCOLE DIMENSIONI:

Se prendiamo in esame i dati ISTAT del decennio 2000 - 2010 (Censimento dell’agricoltura) si nota
che la diminuzione della SAU nella piana lucchese é stata di oltre il 20% rispetto al dato della
Toscana del 12% con una perdita, nei cereali di oltre 1.000 ha (da 2.600 a 1.600 ha nei soli comuni
di Lucca, Capannori e Porcari).

Purtroppo la tendenza € ancora in corso vedendo la superficie mais ormai ridotta a 1.360 ha nel
2018 (- 490 rispetto al 2017). Questo dato dipende in parte dall’interesse maggiore per la
coltivazione del girasole ed in parte per un proprio e vero abbandono.

Nel comparto cereali a destinazione zootecnica si nota la presenza di capacita di stoccaggio, in tutta
la provincia di 130.000 q.li (dato ISMEA), ed un unico impianto di trasformazione facente capo al
capofila (Molitoria Val di Serchio) ed una unica importante di struttura collettiva o di aggregazione
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dell’offerta (Coop. L’unitaria) entrambi coinvolti nel progetto al fine di organizzare al meglio i
flussi nell’ambito territoriale.

Lo stoccaggio e la trasformazione assicurano uno shocco sicuro alla coltivazione di mais e
necessitano di quantita reperibili in loco e di qualita.

I problemi per raggiungere lo scopo sono riconducibili ai coltivatori ed ai contoterzisti che, come
abbiamo visto nei capitoli precedenti non hanno redditivita.

SAREBBE OPPORTUNO STUDIARE FORME CONTRATTUALI DA PROPORRE Al
PROPRIETARI DEI SEMINATIVI PER RIMETTERLI A COLTIVAZIONE A MAIS
PROPONENDO LORO FORME DI COLLABORAZIONE PROFITTEVOLI PER LE
PARTI ORGANIZZATE DALLA COOPERATIVA L’UNITARIA E DA MOLITORIA VAL
DI SERCHIO ADERENDO O MUTUANDO ESPERIENZE GIA IN CORSO IN REGIONE
TOSCANA.
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AGGREGAZIONE ATTRAVERSO L'ACCORDO DI FILIERA E LO
SVILUPPO DEL PROGRAMMA DI TRASFERIMENTO

DELL INNOVAZIONE

La redditivita dell’impresa agricola e la presenza di infezioni da micotossine sono le problematiche
pit impellenti per il consolidamento e sviluppo della filiera in essere. Ad esse ha cercato di dare
risposte come forma di aggregazione L’ACCORDO DI FILIERA “G.l.R.A. PER LA PIANA
LUCCHESE” che vede coinvolte le

Produzioni espresse in quintali :Grano Tenero Foraggero 7.650; Orzo 4.850; Mais 43.000;
Sorgo 4.200; Favino 1.750; Pisello Proteico 1.000; totale 62.450

Come possiamo vedere il mais € il prodotto piu importante e ad esso € riservato un premio di filiera
di €1 per quintale che aumenta per 5 campagne oltre 200.000 € il valore aggiunto agricolo.

Detto premio € riservato al prodotto con presenza inferiore a 5ppb di micotossine.

A questo proposito € stato svolto I’ importante lavoro attraverso il progetto G.I.R.A. - Gestione
Integrata Rischio Aflatossine i cui risultati sono molto importanti ed incoraggianti per perseguire
ulteriori obiettivi di aggregazione. Si registrano gia apprezzabili adattamenti della tecnica colturale
maidicola da parte degli agricoltori della piana lucchese, positivamente colpiti dai nuovi mezzi di
controllo delle aflatossine.

Il trattamento in campo con il CEPPO ATOSSIGENO DI A. FLAVUS denominato 'AFX1' ha
ridotto considerevolmente la quantita di A. FLAVUS TOSSIGENO con percentuali che variano da
67,7% a 99,7% rispetto al controllo non trattato. Si € utilizzato.

Ad inizio del nuovo anno, il DSS “Mais.net”® verra lanciato sulla rete e gli agricoltori di Gira
potranno beneficiarne gratuitamente.

Per quanto riguarda le azioni di trasferimento dell’innovazione, il comune di Capannori ha redatto ,
in collaborazione con i partner scientifici, un piccolo vademecum per gli agricoltori della piana
lucchese che riporta le buone pratiche agricole da attuare per abbattere il contenuto in aflatossine.
Quanto realizzato e descritto e certamente una forma di aggregazione innovativa aperta al mondo
produttivo oltre i partecipanti al progetto.

AGGREGAZIONE SVILUPPO RETE D’IMPRESE

Il progetto di filiera ha visto, inoltre la costituzione di una rete di imprese "GREEN PER
LUCCA™ il domicilio della Rete & stabilito in Capannori (LU), frazione Marlia, via Ceppo di Melo,
n. 13/15 Presso il Capofila.

L’'OGGETTO DEL CONTRATTO DI RETE & svolgere I’attivita di produzione e di
trasformazione dei prodotti agricoli e zootecnici secondo protocolli stabiliti.

GLI OBIETTIVI STRATEGICI sono: accrescere le proprie capacita di commercializzazione
delle produzioni attraverso una adeguata comunicazione della loro qualita e creare una linea di
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prodotti da commercializzare mediante la creazione di un marchio "GREEN PER LUCCA".
Pertanto il PROGRAMMA DI RETE CONSISTE:

- nella predisposizione di specifici protocolli e regolamenti di produzione, di trasformazione e del
trasporto dei prodotti in conformita alle regole definite nel regolamento interno;

- nella verifica delle caratteristiche di produzione rilasciate da un Ente Certificatore o, in ogni caso,
prodotti assoggettati a HACCP;

- nella eventuale partecipazione a fiere e mostre ed altre manifestazioni nelle quali si realizzano
iniziative di carattere promozionale tese a valorizzare la qualita della produzione, I’immagine e la
professionalita delle aziende partecipanti;

- nella definizione di linee comuni di marketing e di packaging;

- nella eventuale creazione e registrazione di un marchio comune e I’esercizio di ogni azione di
tutela dello stesso.

ALTRE FORME DI AGGREGAZIONE ALLO STUDIO

Come illustrato nel capitolo precedente, € opportuno studiare forme contrattuali da proporre ai
proprietari dei seminativi per rimetterli a coltivazione a mais proponendo loro forme di
collaborazione profittevoli.

Il Tema é presente alla COOPERATIVA L’UNITARIA ed alla MOLITORIA VAL DI SERCHIO,
certo la bassa redditivita della coltura e la saturazione del lavoro conto terzi sono un grande
problema, comunque esiste la volonta e la necessita , nel corso dei prossimi anni, di affrontare
questo difficile lavoro.
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Allegato 1

RELAZIONE FINALE OTTOBRE 2018
AZIONE 2 Riduzione rischio micotossine in campo
Partner attuatore A19.1 (DISAAA-UNIPI)

RIDUZIONE DEL RISCHIO AFLATOSSINE IN CAMPO

PLF. - G.LR.A. REGIONE
Gestione Integrata Rischio Aflatossine

Partner A19.1
nm ﬁm&ﬂm

Uhl‘.'l:kil"::i di P'Laq

Obiettivo
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| Azione 2 |

| Attivita di campo ' Attivita di laboratorio

Analisisutia granella

L'acqua elettrolizzata (0,4% Ipoclorito) ettenute da acgua e KEI
tramite EVA SYSTER della DE NORA

Analisi sul terreno
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Allestimento delle prove e campionamento

Le indagini sulla presenza di isolati dAspergillus flaviigssigeni e non tossigeni é stata effettuata
in tre zone distinte della Toscana, ovvero Fauglia (Pi), Capannaofiiu) e San Piero a Grado (Pinegli
anni 2016 e 2017

Ciascun campo dedicato alle prove & stato georeferenziato al fine di individuare esattatee
punti di campionamento in ogni fase fenologica della coltura di mais.

Per ciascun campo oggetto della sperimentazione con il prodotto biologico AFL sono stati
stabiliti dei punti di campionamento situati lungo le due diagonali (da angolo ad angolo) per le localita
di Fauglia e Capannori e al centro di ogni parcella per ladalita di S. Piero a Grado. In quei punti sono
state prelevate diverse spighe e campioni di granella al termine del trattamento (trebbiatura) e i
campioni di terreno sono stati raccolti da uno strato superficiale di terreno libero da infestanti (< 3 cm
di profonditd) prima e dopo il trattamento con ARX1 (tempo O e tempo 1)Fig. 1 aeb; Fig. 2, Fig. 3).

| 4 campi di Fauglia e Capannori erano di circa 1 ha ciascuno e sono stati seminati con due
ibridi di mais con diversa classe di maturita: FAO 400 precece FAO 600 piu tardiva. Per ciascuna
classe di maturita meta della superficie € stata trattata con il prodotto biologico AR (T) e meta non &
stata trattata (controllo non trattato, CNT).

Nella sperimentazione effettuata a S. Piero a Grado la superfigilestinata alle prove e stata
suddivisa in parcelle di circa 104 mnelle quali sono stati seminati gli stessi ibridi di mais. In questa
localita, oltre alle parcelle trattate con il prodotto biologico AFX1 (T) e al controllo non trattato
(CNT), é stato aygiunto un secondo trattamento a base di acqua elettrolizzata (0,4% ipoclorito) (EL)
RWWHQXWD GD .&0 HG DFTXD XWLOL]]JDQGR LO VLVWHPD (9% 6<67
riduzione dei ceppi tossigeni dA. flavus

| punti di campionamento, in totale, sono stati 52: 20 per le localita di Fauglia e Capannori {A
B-C-D-E, trattato e non trattato con ARX1) e 12 per la localita di San Piero a Grado (A e B, trattato
con AF-X1, trattato con acqua elettrolizzata, non trattato).

Il trattamento con AF-X1 e stato effettuato nella fase di prioritura del mais, distribuendo sul
terreno i semi di sorgo inoculati con il ceppo dA. flavushon tossigeno.

INQUADRAMENTO GEOGRAFICO
delle aree destinate alla sperimentazione nel 2016

COmMUME:
Fauglia (FI}
San Pleraa Grado (P1)
Capannari (LU

Capannari (L)
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Figura 1 Immagini dei campi di Capannori (Lu) @ e Fauglia (Pi) b) tratte da Google Earth con i relativi punti di
campionamento evidenziati da cerchi rossi (8-C-D-E). Ogni campo é stato suddiviso in due parti pressoché uguali (linea
azzurra), ovvero meta coltivato con mais non trattato (porzione rossa) e meta con mais trattato con-AF (porzione gialla).
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Figura 2 Immagine del campo di San Piero a Grado (Pi) tratta da GooglEarth. | punti di campionamento sono cerchiati in
rosso (AB); le classi di mais FAO 400 e FAO 600 sono suddivise in due colonne (destra per FAO 400 e sinistra per FAO 600).
Il campo € stato suddiviso in tre porzioni: le parcelle gialle rappresentano la porzione di campo trattata con-RE le parcelle
rosse rappreentano la porzione di campo non trattata, al centro (parcelle azzurre) si trova la porzione di campo trattata con

H ® elettrolizzata.



INQUADRAMENTO GEOGRAFICO
delle aree destinate alla sperimentazione nel 2017

COMUNI:
Fauglia (P1)
Capanneori (LU)

o i

1 ALETR I A1

LN O

FAUGLIA (P1) Azienda Martello
Via dei Puntoni

CAPANNORI (LU) Azlenda Cassettari
C.da Lammari, Via Lombarda

Figura 3 Immagini dei campi di Fauglia (Pi) e Capannori (Lu)tratte da GoogleEarth con i relativi punti di campionamento

evidenziati da cerchi rossi (AB-C-D-E). Ogni campo € stato suddiviso in due parti pressoché uguali (linea azzurra), ovvero

meta coltivato con mais non trattato (porzione rossa) e meta con mais trattato con AF S RU]JLRQH JLDO @D 8Q - X(
suddivisione in due parti separa la classe di mais FAO 400 dalla classe di mais FAO 600.

1HOO-DQQR D FDXVD GHOOH SDUWLFRODUL FRQGL]JLRQL F
temperature, siccita) la prova di S. Piero a Grado e sStaREEDQGRQDWD /H SLDQWH GL PL
campionamenti, erano molto difformi nella taglia e molte di esse avevano subito un forte stress idrico;
inoltre, molti semi non avevano germinato causando pesanti fallanze nelle parcelle destinate alle prove.
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Analisi sui campioni di granella

a) ,QGDJLQL VXOOD PLFRIORUD SUHVHQWH DOO-LQWHUQR GHOOF}

Per ciascun campione di granella sono stati analizzati in modo casuale 20 semi per punto di
campionamento (50 per i campioni prelevati da San Piero a Grado per rispettare la percentuale in
guanto i punti di campionamento sono due, a differenza dei cinque di Capannori e Fauglia).

La granella e stata disinfettata superficialmente con una soluziodL 1D&02 DOO- Y'Y
soluzione di sodio ipoclorito & stata posta su un agitatore con ancoretta magnetica e i semi sono stati
disinfettati esternamente per 1 minuto terminando con tre lavaggi di 1 minuto con acqua sterile.

Tale procedimento & necessaripoiché A. flavusha la peculiarita di crescere all'interno della
FDULRVVLGH HLQ TXHVWR PRGR YLHQH YDOXWDWD VROR OD PLFR
micoflora presente sulla superficie del seme.

Dopo la disinfezione, i semi sono stati fatti asciugare in piastre Petri contenenti carta bibula
sterile e, successivamente, sono stati piastrati su Potato Dextrose Agar (PDA) addizionato di
streptomicina (0,3 g41) per inibire la crescita di batteri (PDAS).

| semi disinfettati superficialmente sono stati piastrati su PDA+S (4 semi per piastra, per un
totale di 5 piastre a campione) e posti ad incubare a 27°C per 96h (tempo di crescita ideale per avere
colonie di dimensioni adeguate).

Dopo 96h di incubazione é stata effettuata la conta della micoflora, categorizzando i vari generi
fungini rinvenuti sulla base di osservazioni microscopiche delle colonie sviluppate. Tutte le colonie di
Aspergilluspp. di colore verde vellutato, caratteristico delle specipartenenti alla seziond-lavi, sono
state isolate per le successive analisi.

In tutte le prove sono stati utilizzati come isolati di riferimento:

x il ceppo A5 non tossigeno diA. flavusisolato da sorgo inoculato con AFX1, che abbiamo

utilizzato come controllo negativo;

X i ceppi tossigeni diA. flavus H SURYHQLHQWL GDOO:-,VWLWXWR GL

Parassiti Vegetali del CNR di Bari, che abbiamo utilizzato come controllo positivo.

b) Identificazione delle colonie di Aspergillussezione Flavi

Le colonie di Aspergillusspp., isolate come descritto nel precedente paragrafo, sono state
piastrate sul mezzo selettivo AFPA Aspergillus flavus and parasiticus) agarsubstrato colturale ideato
per la prima volta da Pittet al (1983) che si contraddistingue per la peculiarita di differenziare le
colonie di A. flavused A. parasiticudalle altre colonie diAspergilluspp. per una colorazione arancione
che si forma sul retro della colonia grazie alla presenza del ferro ammonio citrata gli ingredienti. La
colorazione arancione & dovuta alla reazione degli ioni ferro con le molecole di acido aspergillico che
porta alla formazione di un complesso colorato.

Il substrato é stato preparat@ggiungendo 20g di estratto di lievito, 10g pégne batteriologico,
0,5g ferro ammonio citrato, 0,19 cloramfenicolo e 15g di agar ad 1 | di B distillata. Alla fine il
substrato viene autoclavato mediante un ciclo di 20 min a 121 °C e dopo aver aggiustato il pH a 6,2,
viene steso sotto cappa in piagirPetri. Le colonie di Aspergilluspp., isolate da PDA+S con un aspetto
morfologico simile a quello delle specie appartenenti alla sezioféavi, sono state trasferite sul huovo
mezzo mediante stuzzicadenti sterilizzati immergendone la punta nel micelisporulato e
successivamente inoculando le piastre di AFPA_e piastre sono state messe ad incubare a 27°C per
96h, dopo di cio é stata fatta la valutazione deghspergillugppartenenti al gruppoflavus/parasiticys
osservando la colorazione arancione sutro della colonia.



¢) Identificazione delle colonie di A. flavussu Czapek Agar

Tutte le colonie che sul substrato AFPA hanno evidenziato la caratteristica colorazione arancione
sul retro della colonie, appartenenti al gener@spergillugruppo flavusparasiticussono state prelevate
mediante un bisturi sterile ed inoculate sul substrato agarizzato CZ (Czapek Agar). Questo mezzo di
coltura € composto da 30g di saccarosio, 2g NaNf0,5g KCI, 0,5g MgSOy7H W, 0,01g FeSOy7H W,
1g KWPO y0,001g ZnSOy7H W, 0,005g CuSOy7H W, 159 agar e 1 | HO distillata, il tutto autoclavato
a 121°C per 20 minuti.

Gli isolati di A. flavus dopo incubazione a 27°C per 92h, vengono differenziati da quelli &i.
parasiticugper la colorazione della colonia: gialleverde billante in A. flavuse verde scuro inA.
parasiticus

d) Identificazione dei ceppi tossigeni e non tossigeni diA. flavus

Il substrato YES (Yeast Extract Sucrpsensiste di 20g di estratto di lievito, 200g di saccarosio e
20g di agar disciolti in 1 | di HO distillata e viene autoclavato a 121°C per 20 minuti prima
GHOO-XWLOL]]R

Dopo aver identificato su AFPA le colonie diAspergillusppartenenti alla seziond-lavie su CZ
le colonie di Aspergillus flavugjueste ultime sono state prelevate con upisturi sterile da AFPA e
trasferita su YES.$0 WHUPLQH GHOO-LQFXED]JLRQH D f& SHU K OH FR
adatta per procedere al test dei vapori dnanoniacache consente di differenziate gli isolati tossigeni da
guelli non tossigeni.

Una goccia di NH viene posta direttamente alinterno del tappo della piastra Petri rovesciata
al DOWH]]D GHOOD FRORQLD /D YDULD]JLRQH GL FRORUH GDO J
LPPHGLDWDPHQWH GRSR FKH L YD S Rddrtat® ldad @ -dleraR g dobiiaiiond Q W U D C
dal giallo all arancione & dovuta alla Versicolorina, un precursore délFB y che da colore rosso
porporain condizioni alcaline. Il meccanismo alla base del cambiamento di colore é lo spostamento del
picco di assobimento di VHA e VOAC (precursori della Versicolorina A e B da ca. 450 nm (colore
complementare: giallo) a ca. 550nm (colore complementare: rosso/arancio) attraverso una variazione
del pH da ca. 5,0 aca. 9,0.

Per confermare la produzione di aflatossineadparte degli isolati, i ceppi sono stati piastrati
anche su substratadCAM (Coconut Agar Medium) e dopo tre giorni di crescita a 28°C sono stati
visualizzati alla luce UV (365 nm) per valutare la produzione di aflatossine. | ceppi che producono
DIODWRVVLQH SUHVHQWDQR XQ DORQH IOXRUHVFHQWH DWWRUQR

e) Conservazione delle colonie in glicerolo

Ogni colonia di A. flavusisolata e testata come descritto nei precedenti paragrafi € stata
conservata in Eppendorf da 1,5 ml contenenti una soluzione sterile di Glicerolo al 20%. Gli isolati cosi
preparati sono matenuti a 4°C per garantirne il riutilizzo in future analisi.

Analisi sui campioni di terreno

| campioni di terreno, prelevati in 5 punti distinti di ciascun campo (A, B, C, D, E) delle localita
di Fauglia e Capannori e in due punti (A, B) nellgarcelle di San Piero a Grado, sono stati essiccati
DOO-DULD H VXFFHVVLYDPHQWH FRQVHUYDWL D f& ILQR DO PRPI
effettuato due volte negli stessi punti del campo: prima del trattamento con A8 (tempo 0) e dopo
averdistribuito il prodotto, ovvero dopo la fioritura del mais (tempo 1).

| cinque subcampioni di ciascun campo delle localita di Fauglia e Capannori sono stati uniti
insieme dopo che erano stati singolarmente ridotti a polvere fine con un mortaio e un péetsterili.
Sono stati utilizzati 30 g di terreno di ciascun subampione per formare un MIX da 150g. Per la
localita di San Piero a Grado, sono stati pesati 50g di terreno per ciascuno dei due-carpioni (A, B).



Il MIX di terreno e stato dapprima mesctato in maniera omogenea e, successivamente, ne e
VWDWD SUHOHYDWD XQ-DOLTXRWD J SRVWD LQVLHPH D PO
terreno cosi preparato € stato posto 15 minuti su un adiiee magnetico con ancoretta

In un primo esperimento, eseguito su un solo campione di terreno scelto per poter testare la
SURFHGXUD q VWDWR XWLOL]]DWR F RMedified Ré&sy BébgalsWrRediBduestR O W X U [
consiste di 5g di peptone batteriologico, 10g glucosio, 0,5g solfato dagmesio, 1g fosfato di potassio,
0,06g di Rosa bengala, 0,2g cloramfenicolo e 15g di agar disciolti in 1 | di<® distillata, il tutto
autoclavato per 20 minuti a 121°C. Le colonie dAspergillusvrebbero dovuto distinguersi per la loro
colorazione rosa vsibile sul retro della piastra, ma cio accadeva anche per molte altre colonie, dunque
il metodo é stato ritenuto poco selettivo e i tempi di lavoro sarebbero stati pit lunghi.

Poiché il nostro scopo era quello di identificare il numero delle CFU totalihe vi erano nel
terreno prima e dopo il trattamento, ma soprattutto quanti. flavusci fossero prima e dopo, abbiamo
ULWHQXWR FKH LO VXEVWUDWR LGHDOH IRVVH O0:-%$)3% FR@ (DJJLXQ'
g I). In questo modo le colmie di nostro interesse si sarebbero colorate direttamente di arancione, e il
restrittore di colonia ci avrebbe permesso di effettuare una conta delle CFU in maniera semplice e
veloce.

Per procedere con la semina su MRBM e AFPA + Triton X100, al fine di @nfrontare i due
PHWRGL VRQR VWDWH SUHSDUDWH GHOOH GLOXL]JLRQL VHULDOL
fino ad arrivare alla diluizione 1, in modo tale da scegliere la diluizione piu significativa che ci
consentisse di contare dalle 28lle 150 CFU per piastra.

100 I di ciascuna diluizione seriale sono stati distribuiti sulla superficie del mezzo agarizzato
PHGLDQWH XQ-DQVD GL YHWUR VWHULOH 3HU FLDVFXQ FDPSLRQF
piastre sono state quindi rasse ad incubare a 30°C ed e stata effettuata la conta delle colonie dopo 5 e 7
giorni per verificare quale fosse il tempo ideale per riuscire ad ottenere una conta significativa delle
CFU totali e delle CFU degli AspergillusezioneFlavi.

Tutte le colonie che mostravano una colorazione arancione, osservando il retro della piastra,
sono state isolate singolarmente e sono state analizzate e conservageesalo le metodiche descritte
nel precedente paragrafo

| dati raccolti sono stati sottoposti ad analisi statistica (ANOVA a due o tre vie, correlazione) al
fine di valutare la significativita dei risultati ottenuticonsiderando come fattori le classi di mais (400 e
600), i trattamenti (trattamento con AFX1, trattamento con acqua eletblizzata, controllo non trattato)
e il tempo (tempo0 e tempo 1) e come variabili le CFU totali, le CFU dhspergillusezione Flavi, le
CFU di A. flavudossigeni e quelle dA. flavuson tossigeni.

Indagini molecolari

Obiettivo del lavoro é stato quebh di caratterizzare gli isolati da un punto di vista molecolare
tramite fingerprintingdh O-LPSLHJR GHO SULPHU O DO ILQA. fawguésedtsiaDUH O}
nel terreno che sulla granella di mais. Sono stati valutati 66 isolati Ai flaws (19 tossigeni e 47 non
tossigeni)seguendo lo schema di lavoro riportato ifrigura4. /-DQDOLVL GHL SURILOL HOHW
condotta sia per verificare la variabilita geneticdegli isolati di A. flavusprovenienti da granella di mais
e da terrenosia per identificareun profilo caratteristico perA. flavusAF-X1. Il risultato potrebbeessere
di notevole utilita in quanto consentirebbeGL PRQLWRUDUH OD SUHVHQ]D iGHOO :D.
campo.

a) Isolamento di colture monoconidiali

Prima di procedere con le analisi molecolari, di ciascun isolato €& stata ottenuta coltura
monoconidiale tramite piastrazione di una sospensione di spore ottenuta da un tassello di agar con
micelio sporulato proveniente ddh coltura di PDA, in acqua sterile. Per ogni sospensione sono state
quindi eseguite diluizioni seriali fino a 1@, in duplice copia, che sono state piastrate su piastre
contenenti agar acqua al 2%. Dopo due giorni di crescita a 28°C, le colonie origirgitda singoi conidi



VRQR VWDWH SUHOHYDWH FRQ XQ ELVWXUL FRQ O-DXVLOLR GHOOI
di 300 ppm di solfato di streptomicina (Sigmaldrich, St Louis, MO, USA). Dopo 3 giorni di crescita

a 28°C, per ciascun isolat@ stata selezionata una piastra che e stata poi consenat#C per le future

analisi

b) Estrazione del DNA genomico

Per ciascun isolato monoconidiale, e stata effettuata una coltura liquida in terreno YMB (Yeast
Malt Broth; 0,5% peptone, 0,3% estratto di lievito, 0,3% estratto di malto, 1% glucosio). Dischetti di
PDA colonizzato con micelio di A. flavussono stati inoculati in una Falcon da 50 mL contenente 20
mL di YMB. La coltura é stata fatta crescere a 30°C in agitaziencostante a 125 rpm (Thermolyne
Rosi 1000). Dopo due giorni, il contenuto della beuta é stato recuperato per filtrazione con un colino
sterile di acciaio. Il micelio ottenuto € stato lavato con acqua sterile piu volte, asciugato e usato tal
guale o consevato a-20°C fino al suo utilizzo.

I DNA genomico € stato estratto col metodo basato su SDSTAB proposto da Kim et al.

FRQ DOFXQH PRGLILFKH 3UHFHGHQWHPHQWH DOO-HVWUD
omogeneizzazione attraverso il metoddeaebeatingFRQ O -DXVLOLR GHOO-RPRJHQHL]]
Microtube (Benchmark Scientific Inc., NJ). Per ogni campione, 200 mg di micelio sono stati aggiunti a
XQ WXER GD P/ DGGL]JLRQDQGR ackl JwasHed VEHIWOH GG ID PHHMWUURR G L
(Benchmark Scientific Inc., NJ) e 400 pL di buffer di lisi freddo (4°C) (150 mM NacCl, 50 mM EDTA,

10 mM Tris-HCI pH 7,4, 30 pg mL?* Proteinasi K). Il micelio & stato quindi omogeneizzato tramite
O-RPRJHQHL]]IDWRUH FRQ WUH FLFOL GD ciddia<sm@ Gtenllato daB& P FLD
secondi in ghiaccio al fine di mantenere il campione freddo.

$00D ILQH GHOO-RPRJHQHL]]D]JLRQH g VWDWR DJHAIKBDWR VRG
Saint Louis, USA) per arrivare a una concentrazione finale del 2% (p)vll campione e stato incubato a
65°C per 40 min a cui é seguita centrifugazione a 8000gger 10 min a 4°C. Il surnatante é stato
trasferito in un nuovo tubo misurandone il volume. Ad esso e stato quindi aggiunto NaCl per arrivare
ad una concentrazionel,4 M e 1/10 di volume di buffer CTAB al 10% (10% CTAB, 500 mM TrisHCI,
100 mM EDTA, pH 8,0). Dopo miscelazione delle componenti, la soluzione é stata incubata a 65°C
per 10 min e poi raffreddata a 15°C per 2 minuti.

Un egual volume di una soluzione clorormio-alcol isoamilico (24:1 v/v) é stato aggiunto al
campione, che é stato poi centrifugato a 10000 gcper 10 min a 4°C. Il surnatante & stato quindi
trasferito in un nuovo tubo e il DNA e stato fatto precipitare usando due volumi di etanolo freddo al
95%. Il campione é stato incubatoa f& SHU DOPHQR XQ-RUD H SRL q YpebBW R FHC
PLQ D f& ,0 ULVXOWDQWH SHOOHW g VWDWR ODYDWR GXH YROW!
pompa a vuoto e quindi risospeso in acqua wieasifree (Promega, Madison, WI, USA). La soluzione
di DNA é stata poi conservata a20°C fino al suo utilizzo.

c) Analisi molecolari attraverso la metodica della PCR

Al fine di effettuare una caratterizzazione molecolare degli isolati di. flavussi & proceduto ad
DPSOLILFDUH LO '1$ JHQRPLFR FRQ O-DXVLOLR GHOOD UHD]LRQH |
un primer che amplificasse il DNA a livello dei microsatelliti, corte sequenze di DNA disperse nel
genoma e distanziate tra di loro da sgienze di 1063000 bp. In particolare & stato impiegato il primer
M13 che, sulla base di dati presenti in letteratura, mostra un alto grado di polimorfismo. Questo
polimorfismo e dato dal numero e dalla lunghezza dei frammenti generati durante la reaziotiePCR
visualizzabili su gel di elettroforesi.

La reazione di PCR e stata effettuata in un volume di 25 pL in cui erano presenti il primer M13

-GAG GGTGGCGGTTCT - - D FRQFHQWUDI]LRQH —0 —/ GL *R7DT!
(Promega, Madison, WI, USA) e 3 mM di magnesio acetato. La reazione & avvenuta per mezzo del
termociclatore GeneAmp PCR System 9600 (PerkiBlmer) con un ciclo iniziale di denaturazione a
95°C per 2 min, seguito da 40 cicli composti da denaturazione a 95°C per 28snealing a50°C per 60s
HG HVWHQVLRQH D f& SHU V 7HUPLQDWL L L geOdmimUHVWHQV
controllo negativo, che non conteneva DNA, é stato incluso per escludere la presenza di contaminanti
nei reagenti utilizzati. | prodotti di amplificazione sono stati analizzati tramite elettroforesi su gel di



DIJDURVLR DOO: LQ 7%( & PO 7ULV PO DFLGR ERULFR
marker molecolare e stato impiegato il marker 1 kb DNA Ladder (Promega, Madison, WI, USA).

A. flaws AF-X1 come controllo negativo (non tossigeno) &. flavus10769 come controllo
positivo (tossigeno)sono stati usati come controlli interni di ciascun esperimento di PCR

d) Analisi dei profili elettroforetici

| profili elettroforetici ottenuti con il gmer M13 sono stati analizzati congbftware GelAnalyzer

ed e stata costruita una matrice binaria basta sulla presenza (1) o assenza (0) di ciascuna banda pe
ciascun isolato saggiatd.e somiglianze genetiche sono state calcol¢/DQGR O9fLQGLI
VRPLIJOLDQ]D GL -DFFDUG H OYDQDOLVL FOXVURGNA g VWDWD H
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Figura 4 Schema di lavoro adottato per le indagini molecolari

RISULTATI "(//$ 63(5,0(17%$=,21( 3(5 /-%$112
Analisi sui campioni di granella

Quasi la totalita dei semi analizzati dei campi di Fauglia (Pi), Capannori (Lu) e San Piero a
Grado (Pi) presentaa contaminazione interna.

/| -LQIHILRQH WRWDOH LQWHUQD QHO VHPH g GHWHUPLQDWD ¢
guesta varialiita potrebbe essere imputabile alla tipologia di campo, irriguo/non irriguo, alla differente
classe di mais FAO 400/600 e alla diversa ubicazione geografica.

Le colonie di Aspergilluspp. che su PDA presentavano un micelio verde brillante circondate da
un alone bianco caratteristico delle specie appartenenti alla seziortdavi, sono state isolate per le
successive analisiFig. 5a).



Contestualmente possono svilupparsi altre specie fungiappartenenti a generi qualPenicillium
spp, Fusariunspp., Trichodermapp. etc. e funghi appartenenti alleMucoraceagig. 5 b-f).

Su AFPA le colonie di Aspergilluspp. isolate risultavano quasi perfettamente circolari, con un
micelio bianco senza fruttificazioni conidiche e un aspetto corrugato; il margiresterno era di colore
arancione, colorazione maggiormente visibile sul retro della piastrgi¢. 6). Tutte le colonie saggiate su
AFPA mostravano questo aspetto e, pertanto, sono state classificate colspergillusezioneFlavi.

Tutte le colonie saggiatesu AFPA sono state trasferite su agar Czapek (CZ) al fine di
distinguere gli isolati diA. flavusda quelli di A. parasiticuper la colorazione della colonia: gialleverde
brillante (verde ederajn A. flavuse verde scuro inA. parasiticuéverde cresobne) (Fig. 7).

Tutte le colonie saggiate mostravano una colorazione della colonia giallerde brillante e sono
state quindi classificate com@. flavus

Tutti gli isolati di A. flavus sono stati trasferiti su YES, substrato che consente di differenziare
gli isolati tossigeni da quelli non tossigeni mediante il test dei vapori di ammoniaca. Le colonie degli
isolati tossigeni assumono una colorazione arancio/rossa molto evidente sul retro della piastra mentre
le colonie degli isolati non tossigeni restandi un colore giallo paglierino (Fig. 8). Come controllo
positivo sono stati impiegati due ceppi tossigeni @i. flavus, 10768 e 10769, provenienti dalla collezione
GHOO - ,VWLWXWR GL 7RVVLQH H OLFRWRVVLQH GD 3D Wegdtwd&/ L 9HJI
stato utilizzato il ceppo A5 isolato da semi di sorgo del prodotto biologico AFX1.



Figura5| Micofora SUHVHQWH DOO-LQWHUQR GHO VHPH GL PDLV GRSR K GL LQFXED]LR
QHOO:-LPPDJLQH L Q GAspagiluseHdEFR® (B)}HTr@hodermap. (b), Alternariasp. ), Mucoraceag), Fusarium
sp.. €) eAspergillasezione Nigri (f).



Figura 6| Aspetto delle colonie diAspegillussezioneFlavisu AFPA. /-LPPDJLQH D VL Q liidvmedé&lapiRstdtiovie L O
si puo notare la colorazione arancione sul margine della colonia. A destra € mostrato il retro della stessa piastra chearisul
completamente arancione.

Figura 7| Aspetto della colonia diA. flavussu agar Czapek

/I -LQFLGHQ]D GHL FHSSL WRMNsW3hevar vaxh@owenall®arie |GcalithOd.
risultata piuttosto variabile ma essi sono stati rinvenuti esclusivamente nei campioni derivanti dalle
superfici del controllo non trattato. Nei campion di Fauglia la percentuale variava da 0 a 10%, in quelli
di Capannori da 0 a 12,5% e in quelli di S. Piero a Grado da 0 a 11,1%. Quindi & possibile affermare
che la restante parte deglh. flavusrinvenuti nei campioni di granella € rappresentata da isdlanon
tossigeni.
Complessivamente A. flavus q VWDWR LVRODWR GD FLUFD O Gl
indipendentemente dal trattamento e piu del 99% dei ceppi Ai flavudsolati dalla granella proveniente
dalle superfici trattate erano non tossigeni.
In totale sono stati identificati e saggiati, secondo le metodiche sopra riportate, 1182 isolathdi
flavus
Nei Grafici1l,2 e3 YHQJRQR PHVVL LQ HYLGHQ]D L SULQFLSDOL JHQ
delle cariossidi di mais su PDA+Streptomicina rispetti@mente nelle localita di Fauglia, Capannori e S.
Piero a Grado.



Figura 8 | Colorazione del micelio di A. flavuscresciuto su YES dopo aggiunta di ammoniaca. Nella figura & possibile
confrontare le diverse tonalita di colore dei campioni positivi al saggio con i ceppi di riferimento (in alto a destra). 18%6
10769 = ceppi tossigeni dA. flavusAF-X1 = ceppo nontossigeno diA. flavussolato dai semi di sorgo del prodotto biologico

AFX1.
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Grafico 1 | Numero degli isolati rinvenuti durante la crescita dei campioni di granella su PDA + Streptomicina in localita
Fauglia. 600 = classe di mais FAO 600; 400 slasse di mais FAO 400; T = Trattamento con AFX1; CNT = Controllo non

trattato.



Nel grafico relativo a Fauglia (Pi) si nota una prevalenza di isolati di\. flavusin tutti i
FDPSLRQL XQD SLFFROD SHUFHQWXDOH ULJXDUGD OD FDWHJRULL
generi fungini, generalmente saprofiti, comdrichoderma, CladosporiAlternaria Isolati del genere
Fusariumsono stati rinvenuti costanémente con una prevalenza del numero di isolati nella classe di
mais FAO 600 Grafico 1).

Anche nella localitd Capannori (Lu) si pud osservare una prevalenza di isolati di flavusin
tutti i campioni. Diversamente da Fauglia, in questa zona il numero dégsolati appartenenti ai generi
Fusariume Penicilliume nettamente superiore in entrambe le classi di mais indipendentemente dal
WUDWWDPHQWR 8QD SLFFROD IUD]JLRQH ULJXDUGD OD FDWHJRUL
generi fungini, genealmente saprofiti, comeTrichoderma, Cladosporierlternaria(Grafico 2).

A San Piero a Grado si & osservata una prevalenza di isolati Ali flavusin tutti i campioni
indipendentemente dalle classi di mais e dal trattamento. Nel grafico € possibile notare come il
controllo non trattato della classe di mais FAO 600 sia caratterizzato da una rilevante presenza dei
generi Fusariume Penicillium A differenza delle altre localita, San Piero a Grado ha mostrato un
costante e significativo numero di colonie dhspergillusezioneNigri (Grafico 3).

Sempre a San Piero a Grado, nelle parcelle in cui e stato effettuato il trattamento con acqua
elettrolizzata, & possibile notare una prevalenza di isolati diA. flavusin tutti i campioni
indipendentemente dalle classi di mais e dal trattamento. Inoltre, & stato osservato un considerevole
incremento del numero di isolati del gener@enicilliumnella classe di ma FAO 400 (Grafico 4) e una
contemporanea riduzione degli isolati diA. flavus.

Localita Capannori (Lu)
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Grafico 2 | Numero degli isolati rinvenuti durante la crescita dei campioni di granella su PDA + Streptomicina in localita
Capannori. 600 = classe di mais FAO 600; 400 elasse di mais FAO 400; T = Trattamento con AFX1; CNT = Controllo non
trattato.



Localita San Piero a Grado (Pi)
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Grafico 3| Numero degli isolati rinvenuti durante la crescita dei campioni di granella su PDA + Streptomicina in localita S.
Piero a Grado. 600 = classe di mais FAO 600; 40= classe di mais FAO 400; T = Trattamento con AFX1; CNT = Controllo
non trattato.
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Grafico 4| Numero degli isolati rinvenuti durante la crescita dei campioni di granella su PDA + Streptomicina in localita S.
Piero a Grado. 600 = classe di mais FA®O00; 400 = classe di mais FAO 400; ¥D = Trattamento con acqua elettrolizzata;
CNT = Controllo non trattato .



| dati sono stati analizzati separatamente per ogni localitd considerando tutte le variabilii
seguito si riportano i risultati piu significdivi ottenuti analizzando i dati cumulati relativi alla granella
di Fauglia e Capannori.La diversa superficie dei campi di Fauglia e Capannori rispetto alle parcelle di
6 3LHUR D *UDGR QRQ KD SHUPHVVR GL DJJLXQQOBWH YOLOD -DXQHMOA \
ORFDOLWj] 3HU YDOXWDUH O-HIILFDFLD GHO WUDWWDPHQWR VL
distribuzione del prodotto AF-X1 fosse stata la stessa (macchina spandiconcime) e le superfici fossero
equiparabili (1 ha circa).

Il dato estremamente interessante & quello relativo alla variabile colonie Ali flavi tossigeni
poiché avevamo osservato che, presi singolarmente, i dati di questa variabile non erano significativi
nelle due localita di Fauglia e Capannori sebbene i valoriedceppi tossigeni fossero sempre superiori
nel controllo non trattato. Occorre anche tener presente che il numero di colonie di isolati tossigeni e
sempre stato molto basso e, pertanto, i campioni esaminati mostrano una estrema variabilita (repliche
con diversi valori pari a 0).

/-$129%$D GXH YLH 7XNH\-V ®6,05)\hal &itleriatdcte la variabile colonie di
A. flavustossigeni mostra un valore significativo per il fattore trattamentiQrafico 5). Nei campioni di
granella del controllo non trattato il numero di colonie di isolati tossigeni & piu elevato rispetto a quello
dei campioni di granella derivanti dai campi dove é stato effettuato il trattamento biologico con AEL.

Tale risultato ci conrma che il trattamento con questo prodotto diminuisce il numero di isolati
WRVVLIJHQL FKH FRORQL]]IDQR O-LQWHUQR GHOOH FDULRVVLGL GL
depone a favore di una efficacia del trattamento e della modalita di aziodequesto prodotto biologico.

Granella Fauglia + Capannori
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Grafico 5 Valori delle CFU di A. flavustossigeni dei due fattori ANOVA considerati: classi di mais e trattamento nei dati
cumulati di Fauglia (Pi) e Capannori (Lu). 600 = classe di mais FAO 600; 400 = classe di mais FAO 400; T = Trattamento
con AFX1; CNT = Controllo non trattato. | valori contrassegnati dalla stessa lettera, per ciascun fattore, non sono
VWDWLVWLFDPHQWH GLYHUSL 7XNH\-V +6' WHVW SH

'DO0O-$129% GHL GDWL GL 6DQ 3LHUR D *UDGR QRQ VL HYLQFH Q
parcelle piuttosto piccole e un inevitabile effetto deriva del trattamento con A¥L hanno
probabilmente influenzato negativamente questa sperimeazione non consentendo di discutere alcun

dato



Analisi sui campioni di terreno

/ID PHVVD D SXQWR GHOOH DQDOLVL VXL FDPSLRQL GL WHUU
diversi: MRMB e AFPA +Triton X-100. Come controllo sono stati utilizzati gli isolati diA. flavusdi
riferimento 10768 e 10769, tossigeni, e A5 non tossigeno.

Le colonie di Aspergillusu MRMB avrebbero dovuto distinguersi dalla loro colorazione rosa
visibile sul retro della piastrama cio accadeva anche per molte altre colonie, dunque il metodo é stato
ritenuto poco selettivo.

Poiche il nostro scopo era quello di identificare il numero delle CFU totali che vi erano nel
terreno prima e dopo il trattamento, ma soprattutto quanti. flavusci fossero prima e dopo, abbiamo
ULWHQXWR FKH LO VXEVWUDWR LGHDOH IRVVH O:-3$)3%$-B&@ DJJL X(
guesto modo le colonie di nostro interesse si sono colorate di arancione, e il restrittore di colonia ci ha
permess di effettuare una conta delle CFU in maniera semplice e velodeidura 9).

Tutte le colonie che mostravano una colorazione arancione, osservando il retro della piastra,
sono state isolate singolarmente e sono state analizzate per identificare le colahid. flavuse, tra
queste, quelle degli isolati tossigeni e non tossigehi. totale sono stati identificati e saggiati, secondo
le metodiche sopra riportate, 445 isolatAdflavus

Figura 9 | Confronto tra la crescita delle colonie su MRBM &) e AFPA + Triton -X100 (b). Gli isolati di Aspergillusezione
Flavi sono facilmente riconoscibili su AFPA + Triton-X100 per la colorazione arancione del retro della colonia. Le figure,(
retro piastra) e € fronte piastra) mostrano il confronto di una colora di AspergillusezioneFlavi isolata da terreno (piastra
centrale in alto) con i tre isolati di riferimento (A5 a destra, 10768 in basso e 10769 a sinistra)



| risultati dell -$129% D YLH QHO ORUR FRPSOQIin WtteRe lotHitaGHQ LD QR
verificato un aumento significativo delle CFU diA. flavusnon tossigeni nei terreni trattati Si puo
affermarequindi che la distribuzione del prodotto biologico AFX1 ha fatto aumentare sensibilmente le
CFU di A. flavusnon tossigeni nel terreno. Il tattamento, quindi, & stato effettuato correttamente e le
condizioni ambientali hanno favorito lo sviluppo e la diffusione del fungo non tossigeno nei campi
trattati. A titolo di esempio si riportano i risultati della localita Capannori Grafico 6).

Terreno Capannori (Lu)
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Grafico 6 Effetto dei tre fattori ANOVA considerati: classi di mais, trattamento e tempgosui valori delle CFU di A. flavuson
tossigeni nella localitd Capannori (Lu). 600 = classe di mais FAO 600; 400 = classe di mais FAO 400; T = Trattamento con
AFX1; CNT = Controllo non trattato; TO = Tempo 0; T1 = Tempo 1). | valori contrassegnati dalla stessa lettera, per ciascun
IDWWRUH QRQ VRQR VWDWLVWLFDPHQWH GLYHUVL 7XNH\-V +6' WHVW SHU S ”

RISULTATI '(//$ 63(5,0(17%$=,21( 3(5 /-$112

Analisi sui campioni di granella

Quasi la totalita dei semi analizzati dei campi di Fauglia (Pl) e Capannori (LU) presentava
contaminazione internad. fLQIH]JLRQH WRWDOH LQWHUQD QHO VHPH q GHWHUF
il mais; questa variabilita potrbb essere imputabile alla tipologia di campo, irriguo/non irriguo, alla
differente classe di mais FAO 400/600 e alla diversa ubicazione geografica.

/ITLQFLGHQ]D GHL FHSSL WAR YavusineiQari vaxhpionVeRnallD Guid |dgeahtd,CeL
risultata piuttosto variabile, maggiore presenza € stata riscontrata nei campioni derivanti dalle superfici del
controllo non trattato. Nei campioni di Fauglia la percentuale variava dal 12,9 al 70,0%, lindguel
Capannori da 5,9 al 33,3%.

| risultati evidenzano comeA. flavus VLD VWDWR LVRODWR GD FLUFD Of
indipendentemente dal trattamento ed i ceppAdflavusnon tossigeni is