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Abstract

Cereals are the basis of human nutrition and among these, after rice and corn, wheat is the most
cultivated in the world with 219 million hectares, of which 24 million in the Mediterranean area
and approximately 1.8 in Italy. Drought, conflicts and high prices are worsening food security
in many countries. The CHANGE-UP project funded by PRIMA program, whose objectives
include redesigning agricultural systems for the Mediterranean area in order to make them more
resilient to climate change, concerns the cultivation and characterization of perennial wheat
lines grown in Italy, Algeria, Tunisia and Morocco. In this study, four perennial genotypes
(235a, 20238, Ok72 and 11955), grown at Montelibretti (Rome), were examined for their
technological and rheological properties (1000 kernel weight, test weight, protein content,
alveograph and SDS sedimentation tests, gluten content and gluten index, falling number and
ash percentage). For all the analyses, an annual durum wheat and the perennial species
Thinopyrum intemedium (Kernza®) were used as controls. On average, the perennial lines
presented a 1000 kernel weight about half of the control durum wheat, but with a higher protein
content, and good test weight values only for the genotypes Ok72 and 11955. The line 235a
showed the best performance in terms of gluten quality.

Riassunto

I cereali sono la base dell’alimentazione umana e tra questi, dopo riso e mais, il grano ¢ il piu
coltivato al mondo con 219 milioni di ettari, di cui 24 milioni nei paesi del bacino del
Mediterraneo e circa 1,8 in Italia. Siccita, conflitti e prezzi elevati, stanno aggravando
l'insicurezza alimentare in molti Paesi. Il progetto CHANGE-UP finanziato nell’ambito del
Programma PRIMA, tra i cui obiettivi ¢’¢ quello di ridisegnare i sistemi agricoli per I’area del
Mediterraneo allo scopo di renderli maggiormente resilienti ai cambiamenti climatici, riguarda
lo sviluppo e la caratterizzazione di linee di grano perenne coltivate in Italia, Algeria, Tunisia
e Marocco. Nel presente studio sono stati esaminati per le loro proprieta tecnologiche e
reologiche (peso 1000 semi, peso ettolitrico, contenuto proteico, test alveografici e di
sedimentazione SDS, contenuto in glutine ed indice di glutine, falling number e tenore in
ceneri), quattro genotipi di grano perenne (235a, 20238, Ok72 e 11955), coltivati a
Montelibretti (Roma). Per tutte le analisi sono stati usati come controllo un frumento duro
annuale e la specie perenne Thinopyrum intemedium (Kernza®). In media, le linee perenni
hanno presentato un peso 1000 semi pari a circa la meta di quello del frumento duro di controllo,
ma con un contenuto proteico piu elevato, e buoni valori di peso ettolitrico solo per i genotipi
Ok72 e 11955. La linea 235a ha mostrato le migliori prestazioni in termini di qualita del glutine.

Introduzione

I sistemi agricoli intensivi basati sull’ottimizzazione della produttivita delle colture annuali
sono stati considerati tra le principali cause di degrado del suolo a livello mondiale (Glover
2005) e fonte di una quantita significativa di gas serra (Smith et al. 2014); inoltre, sono

209



minacciati dal cambiamento climatico che influenza fortemente le rese (Smith 2008). Pertanto,
I’adozione di pratiche piu sostenibili potrebbe ridurre 1’impatto dell’agricoltura sul clima e
migliorarne la resilienza. Il progetto di ricerca ‘Innovative agro-ecological APProaches to
achieving resilience to climate CHANGE in Mediterranean countries‘ (CHANGE-UP)
coordinato dall’Universita di Parma nell’ambito del programma ° Partnership for Research and
Innovation in the Mediterranean Area’ (PRIMA), finanziato dall’Unione Europea (2021-2024),
ha I’obiettivo di sviluppare approcci agroecologici innovativi con I’obiettivo di contrastare gli
effetti avversi dei cambiamenti climatici nelle produzioni agricole dei paesi del bacino del
Mediterraneo, garantendo al contempo sicurezza alimentare e redditi agricoli sostenibili. Le
colture perenni stanno emergendo come una strategia efficace di adattamento ai cambiamenti
climatici e di mitigazione delle emissioni nette di gas serra provenienti dall’agricoltura. Le
nuove linee ottenute mediante ibridazione e/o addomesticamento da incroci tra Triticum ssp e
Thinopyrum spp hanno un grande potenziale nel migliorare le proprieta fisico-chimiche del
suolo, la biodiversita e la composizione della rete alimentare. I loro sistemi radicali piu estesi e
la copertura permanente del suolo le rendono competitive contro le erbe infestanti e piu efficaci
nel catturare nutrienti ed acqua, inoltre, la ripresa della fase vegetativa dopo il raccolto riduce
la necessita di lavorazione del terreno proteggendolo dall’erosione e aumentando il sequestro
del carbonio attraverso la riduzione dell’ossidazione della sostanza organica (Glover et al
2010). Lo sviluppo di linee di grano perenne che presentino buone caratteristiche agronomiche,
nutrizionali e tecnologiche, ¢, quindi, una nuova strategia che pud contribuire
all’implementazione della produzione agricola sostenibile, della sicurezza alimentare e della
qualita ambientale.

Materiali e metodi

Nel presente studio quattro genotipi di grano perenne (235a, 20238, Ok72 e 11955), ottenuti
dall’incrocio di grano tenero (7. aestivum) ¢ grano duro (7. durum) con varie specie di
Thinopyrum (Tab.1), selezionati in studi precedenti per le buone performances agronomiche e
la qualita nutrizionale (Gazza 2016), sono stati coltivati presso i campi sperimentali del CREA-
IT di Montelibretti (Roma) secondo un disegno randomizzato a blocchi in tre repliche. Come
controllo sono state utilizzate la specie perenne Thinopyrum intemedium (Kernza®) e il grano
duro annuale cv Ardente.

Tabella 1. Origine e pedigree di genotipi di grano perenne

GENOTIPO PEDIGREE ORIGINE
20238 T. turgidum x Ag. elongatum (CIMMYT)
235a T. aestivum x Th. ponticum % T. aestivum (WSU, USA)
0OKk72 T. aestivum x Th. ponticum (USA)
11955 Triticum aestivum x Thinopyron ponticum (USA)
Kernza® Thinopyrum intermedium (TLL, USA)

Sui campioni raccolti sono stati determinati il peso mille semi (ISO 520:2010) ed il peso
ettolitrico (ISO 7971-1:2009). La granella ¢ stata macinata con il Cyclotech (mod. 1093-Tecator
FOSS). I parametri alveografici (P, L e W) degli sfarinati integrali sono stati analizzati mediante
I'Alveografo Chopin (AACC 54-30.02), il contenuto di glutine secco e l'indice di glutine sono
stati determinati con l'apparecchio Glutomatic 2200 (Perten) secondo il metodo AACC 38-12.
Il test di sedimentazione SDS ¢ stato valutato mediante il metodo standard AACC 56-70.01.
Per la determinazione del numero di caduta (falling number) ¢ stato utilizzato il sistema Perten
1500 (metodo AACC 56-81B). Il contenuto delle proteine totali ed il contenuto in ceneri sono
stati determinati rispettivamente mediante i metodi ufficiali ICC 105/2 e AACC 08-01.01. Tutti
i dati sperimentali sono stati sottoposti all’analisi della varianza ANOVA seguita dal test di
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Duncan (p<0,05) mediante il software MSTATC (Michigan State University, East Lansing, MI,
USA).

Risultati e discussione

Le analisi relative alla dimensione della cariosside ed al peso ettolitrico, fattori importanti
associati alla qualita molitoria, hanno evidenziato, in media, semi piuttosto piccoli nelle linee
perenni, con un peso 1000 semi pari a circa la meta di quello del frumento duro di controllo
(29,5 g vs 60,5 g), mentre i valori di peso ettolitrico piu elevati tra i genotipi perenni (> 70
kg/hL) sono stati riscontrati nei campioni Ok72 e 11955 (Tab. 2).

Tabella 2. Caratteristiche tecnologiche delle cariossidi e degli sfarinati integrali di grani perenni coltivati a
Montelibretti (Roma)

Peso 1000 Semi Peso ettolitrico Proteine Ceneri

® (kg/hL) (g/100g)) (g/100g)
20238 31,4° 66,53°¢ 18,28° 2,32°¢
235a 27,8°¢ 61,384 18,70° 2,41°
Ok72 27,9°¢ 70,47° 16,80¢ 2,63
11955 30,8° 70,67° 16,50¢ 2,134
Thinopyrum intermedium 5,54 n.d. 21,43% 2,672
Triticum durum 60,52 76,142 15,204 1,69°¢

Lettere differenti indicano differenze statisticamente significative (Test Duncan p< 0,05). n.d.= non
determinato.

Il contenuto proteico delle line perenni ¢ risultato in media di 2 punti superiore rispetto al
frumento duro (17,57 vs 15,20 g/100g), ma inferiore al Thinopyrum (21,43 g/100g). Il tenore in
ceneri degli sfarinati integrali ha mostrato valori superiori al 2% in tutti 1 frumenti perenni,
probabilmente in parte dovuto alle dimensioni ridotte delle cariossidi (Tab. 2).

Per quanto riguarda le analisi relative alla qualita del glutine (Tab.3), estremamente rilevanti
nella determinazione della qualita panificatoria in quanto forniscono informazioni utili sulla
capacita della farina di produrre impasti elastici e forti necessari per la produzione di prodotti
da forno lievitati, il campione 235a ha riportato le migliori prestazioni in termini di indice di
glutine (Fig.1), test di SDS e valori alveografici (Fig.2). In particolare, i campioni 235a e 11955
hanno mostrato valori di indice di glutine che rientrano nel range che definisce la qualita del
glutine media (GI = 40-80%), mentre ¢ risultata debole (GI < 30%), nella linea 20238;
quest’ultima, nonostante 1’alto contenuto proteico ha riportato i valori peggiori tra tutti i
genotipi perenni per I’attitudine alla panificazione. Inoltre, per il campione di Thinopyrum non
¢ stato possibile determinare 1’indice di glutine in quanto la maglia glutinica non si ¢ formata.
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Tabella 3. Parametri relativi alla qualita del glutine e Falling number di linee di grano perenne, Thinopyrum
intermedium ¢ di frumento duro.

Indicedi  Contenuto in SDS W Falling
glutine glutine 4 number
(%) (% s.5.) (mL) (10°J) (sec)
20238 3¢ 14,02° 33,54 29°¢ 329,0¢
235a 77° 13,48¢ 54,0° 210° 372,50°
Ok72 374 11,414 n.d. 119¢ 309,0°¢
11955 55¢ 16,84 50,0° 754 340,0°¢
Thinopyrum intermedium n.d. n.d. 35,04 39de 230,0°
Triticum durum 934 10,50 °¢ 42.0° 2352 482,5%
Lettere differenti indicano differenze statisticamente significative (Test Duncan p< 0,05); n.d. = non
determinato.
Figura 1. Determinazione dell'indice di glutine delle linee di
grano perenne 235a e 20238.
p o ': P m :I
_ u . 20238 i
. 235a . '_ "
L : "& L

Figura 2. Diagrammi alveografici delle linee di grano perenne 235a e 20238.

I1 falling number, utilizzato per valutare la qualita di panificazione della farina di frumento in
relazione all'attivita amilasica, ha riportato in tutti i campioni, ad eccezione del Thinopyrum
(248 sec), valori superiori a 300 secondi (Tab. 3), indicando una bassa attivita amilasica, che
potrebbe determinare un ritardo nella fermentazione e prodotti con una crosta dura e poco
elastica.

L’identificazione di genotipi perenni, piu adatti alle mutevoli condizioni dell'area mediterranea,
con caratteristiche nutrizionali e tecnologiche di buona qualita, consentira quindi lo sviluppo di
nuovi prodotti utili per aumentare la sicurezza e la biodiversita alimentare, attualmente
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considerata uno degli indicatori principali negli Obiettivi di sviluppo sostenibile delle Nazioni
Unite per il 2030.

Lo sviluppo di linee di grano perenne e la loro diffusa adozione da parte di mugnai, panettieri
e consumatori sara facilitato dal miglioramento dell’eliminazione delle glume dal chicco al
momento della trebbiatura, della qualita della macinazione e della qualita panificatoria e delle
caratteristiche nutrizionali, inclusa la digeribilita del glutine. Pertanto, oltre a far fronte alle
principali caratteristiche agronomiche (resa in granella, percentuale di ricrescita dopo il taglio
post raccolta e resistenza alle malattie), le superiori qualita nutrizionali e tecnologiche ed una
migliore attitudine alla trasformazione sembrano essere i tratti chiave su cui puntare per il
miglioramento genetico dei genotipi di frumento perenne.
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Abstract

Intensive agricultural systems based on optimizing productivity of monocultures are now
widely criticized for their negative environmental impacts and for the loss of agricultural and
food biodiversity. Conversely, highly diversified cropping systems based on agro-ecological
principles have been shown to have potential benefits in terms of biodiversity conservation and
ecological sustainability. In this context, the cultivation of evolutionary populations, mixtures
of seeds of different varieties of the same cereal species, is establishing itself, relying on a
spontaneous selection and evolution brought about by the environment. This strategy will be
able to limit yield losses due to extreme climatic conditions and diseases and will guarantee
farmers' income, as evolutionary populations can continuously adapt to the conditions in which
they are growing. This study regards the integration of two common wheat evolutionary
populations (EPs), in crop rotation with different species of leguminous plants. Field trials are
carried out to evaluate the agronomic characteristics of the EPs. The nutritional and
technological characterization of the grains and flours are carried out. The proposed strategy
may have the potential for good agronomic performance even in more sustainable cultivation
regimes and satisfy the technological and nutritional quality of flours.

Riassunto

I sistemi agricoli intensivi basati sull’ottimizzazione della produttivita delle monocolture sono
oggi ampiamente criticati per il loro impatto negativo sull’ambiente. Al contrario, sistemi
agricoli altamente diversificati, basati su principi agro-ecologici hanno mostrato potenziali
benefici in termini di conservazione della biodiversita e di sostenibilita ecologica. In questo
contesto si sta affermando la coltivazione sperimentale di popolazioni evolutive, un insieme di
genotipi diversi della stessa specie sottoposti a cicli di semina e raccolta, affidati alla selezione
naturale per I'evoluzione. Questa strategia potra contribuire a limitare le perdite di raccolto
causate da condizioni climatiche estreme e da attacchi di patogeni, grazie alla capacita
intrinseca delle popolazioni evolutive di adattarsi continuamente alle condizioni in cui
crescono. Questo studio ha previsto I'impiego di due popolazioni evolutive (EP) di frumento
tenero in rotazione colturale con diverse specie di leguminose in due areali italiani. Le EP sono
state caratterizzate dal punto di vista agronomico, tecnologico e nutrizionale. La strategia agro-
rigenerativa proposta puo avere non solo il potenziale di buone performance agronomiche anche
in regimi di coltivazione piu sostenibili, ma anche di soddisfare i parametri di qualita

tecnologica e nutrizionale delle farine.
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Introduzione

I cereali sono alla base dell'alimentazione umana e svolgono un ruolo molto importante per
assicurare la disponibilita alimentare. I1 cambiamento climatico ha gia provocato una
produzione altalenante dei cereali e una maggiore vulnerabilita della condizione generale delle
popolazioni rurali. E quindi fondamentale migliorare la produzione e la resilienza dei cereali.
Le popolazioni evolutive sono miscele formate da semi di diversi genotipi della stessa specie,
diverse dalle varieta moderne, in quanto non sono geneticamente uniformi e non sono stabili
nel tempo. Proprio grazie al fatto di essere costituite da migliaia di semi tutti diversi tra loro, le
popolazioni hanno la capacita di modificarsi gradualmente adattandosi alle diverse condizioni
climatiche, ai diversi terreni ma anche alle diverse tecniche colturali; forniscono anche
produzioni stabili da un anno all’altro, sono in grado di resistere a malattie, insetti ¢ infestanti
piu efficacemente delle colture monovarietali rendendo meno necessario 1’uso di pesticidi,
quindi riducendo i costi di produzione e diventando le colture ideali per un’agricoltura biologica
e rigenerativa (Ceccarelli, 2020). Nell’ambito del progetto CHANGE-UP, due diverse
popolazioni evolutive di grano tenero (Li Rosi e Floriddia) sono state seminate in rotazione
colturale con diverse specie di leguminose, presso I’azienda sperimentale di Montelibretti
(Roma) del CREA-IT e presso due aziende agricole di Parma. Insieme alle due popolazioni
evolutive, come controlli sono state utilizzate la varieta moderna di frumento tenero Monnalisa
in entrambe le localita, la cultivar vestita di Triticum monococcum cv ‘Norberto’ a Montelibretti
e la popolazione di grano tenero BIO2 presso le aziende di Parma. La scelta di inserire una
varieta della specie Triticum monococcum nel disegno sperimentale ¢ stata dettata anche dal
fatto che, al contrario delle varieta comunemente utilizzate nelle monocolture di grano tenero e
duro, il grano monococco ¢ una specie ‘rustica’ possiede, cio¢, una naturale adattabilita a diversi
ambienti, anche marginali, caratterizzati da terreni a diversa struttura e composizione e una
elevata tolleranza a numerosi patogeni e stress ambientali. Queste caratteristiche, lo rendono un
cereale particolarmente adatto a un’agricoltura sostenibile e a basso impatto ambientale
(Hidalgo et al., 2008; Gazza et al., 2023). Le leguminose utilizzate come precessione per la
coltivazione dei cereali sono di fondamentale importanza in quanto sono in grado di fissare
I’azoto atmosferico e trasformarlo in azoto organico, risparmiando cosi unita di azoto sintetico
da somministrare durante la coltivazione. Pertanto, I’obiettivo ¢ stato quello di indagare se le
popolazioni evolutive risultino, rispetto alle coltivazioni monovarietali, piu resilienti in termini
di adattamento alle mutevoli condizioni climatiche, alle malattie e alle infestanti, garantendo al
contempo alti standard di qualita tecnologica e nutrizionale.

Materiali e metodi

Le due popolazioni evolutive, Li Rosi e Floriddia, sono state seminate in plot di 1800 m?sulle
precessioni cece e trifoglio presso 1’azienda sperimentale di Montelibretti (Roma) del CREA-
IT e su pisello, favino e frumento presso due aziende agricole di Parma. Come controllo sono
state utilizzate una varieta moderna di frumento, cv Monnalisa in entrambe le localita, la
cultivar vestita di 7. monococcum cv ‘Norberto’ a Montelibretti e la popolazione di grano tenero
BIO2 presso le aziende di Parma. Le coltivazioni sono state effettuate senza ’utilizzo di
concimi, diserbanti e antiparassitari e senza intervento irriguo in nessuna fase. I campioni sono
stati valutati per le loro caratteristiche agronomiche (resa, numero di tillers, presenza di
fitopatie), merceologiche e tecnologiche (peso 1000 semi, peso ettolitrico, analisi predittiva
Infratec Analyzer, contenuto proteico, test alveografici e di sedimentazione SDS, indice di
glutine) e nutrizionali (amido totale, amido resistente, fibra dietetica totale, capacita
antiossidante.
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Caratteristiche agronomiche

I dati agronomici rappresentano la media di 3 repliche di campo. Le fitopatie indagate sono
state: ruggine nera, bruna, gialla.

Caratteristiche merceologiche e tecnologiche

Per la determinazione del peso 1000 semi ¢ stato utilizzato il metodo UNI EN ISO 520. Per le
misurazioni predittive di umidita, proteine e peso ettolitrico sul campione di granella intera ¢
stato utilizzato il FOSS Infratec 1241 Grain Analyzer. Per la determinazione del contenuto
proteico degli sfarinati di frumento ¢ stato utilizzato il metodo Dumas seguendo la metodologia
ufficiale AACC n. 46-30. Le prove alveografiche sono state realizzate utilizzando 1’ Alveografo
di Chopin modello NG, secondo il metodo AACC 54-30.02. L’analisi del Gluten Index ¢ stata
condotta secondo il metodo AACC 38-12, mentre il test di sedimentazione SDS secondo il
metodo AACC 56-70.0.

Caratteristiche nutrizionali

La determinazione del contenuto di amido totale ¢ stata effettuata secondo il metodo proposto
da McCleary et al. (1994) utilizzando il kit Megazyme Assay Kit. Il contenuto di amido
resistente ¢ stato determinato secondo il metodo ufficiale AOAC (2002) utilizzando il
Megazyme Assay Kit. Per la determinazione del contenuto totale di fibra dietetica (TDF) ¢ stato
utilizzato il metodo enzimatico-gravimetrico AOAC 991.43, (1995). La capacita antiossidante
totale (TAC) ¢ stata determinata in accordo con il metodo diretto utilizzato da Martini et al.
(2014).

Risultati e discussione

Le due popolazioni evolutive cresciute a Montelibretti hanno mostrato valori di peso 1000 semi
superiori sulla precessione con cece (44,72g Li Rosi e 47,48g Floriddia) rispetto al trifoglio
(38,78g Li Rosi e 43,94g Floriddia). Al contrario, nella precessione con trifoglio sono stati
riscontrati 1 valori di resa piu elevati (Li Rosi e Floriddia rispettivamente 30,39 g/ha e 24,03
g/ha, mentre su cece 25,53 g/ha e 18,50 g/ha) . Il numero significativamente piu elevato di tillers
¢ stato riscontrato nel Monococco (39 su trifoglio e 24,7 su cece), seguito dalla popolazione
evolutiva Floriddia (11,8 su trifoglio e 13,5 su cece); Li Rosi e Monnalisa hanno mostrato un
numero di tillers inferiore (rispettivamente, 9 su trifoglio e 10,3 su cece per il primo ¢ 8 su
trifoglio e 10,5 su cece per il secondo) rispetto agli altri campioni. In generale, la precessione
con cece ha portato ad un aumento del numero di tillers in tutti i campioni. Sia nelle popolazioni
evolutive che nei controlli non sono state rilevate fitopatie, ad eccezione della popolazione
evolutiva Li Rosi coltivata su precessione con cece e trifoglio a Montelibretti, sulla quale sono
state riscontrate tracce di ruggine bruna.

Per quanto riguarda le analisi tecnologiche (Fig.1), le popolazioni evolutive cresciute su
precessione con leguminose hanno mostrato valori di W alveografico piu alti rispetto a quelli
cresciuti su precessione con grano. Inoltre, nelle popolazioni evolutive e in Monnalisa cresciute
a Montelibretti ¢ stato rilevato un W piu alto rispetto agli stessi campioni cresciuti a Parma. In
generale, I’impasto con la forza (W) piu elevata ¢ risultato quello ottenuto dalla cv. Monnalisa
su trifoglio a Montelibretti; la popolazione Li Rosi sulla stessa precessione e localita ha
mostrato un valore di W che rientra nella stessa classe (120<W<240) del controllo
monovarietale (Fig. 1). Come per il W alveografico, anche il test SDS e il contenuto in glutine
risultano piu elevati nelle popolazioni evolutive cresciute su precessione di leguminose rispetto
a quelle cresciute su precessione grano, nonostante entrambe le popolazioni coltivate nelle tre
diverse localita siano caratterizzate da uno scarso indice di glutine (<50) (Fig. 1). Il numero di
qualita farinografica fornisce informazioni dettagliate sul comportamento dell’impasto durante
la miscelazione, consentendo di valutare la qualita e le prestazioni della farina stessa. Per quanto
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riguarda le popolazioni evolutive, dai grafici si evince che sia a Parma che a Montelibretti, Li
Rosi coltivata su precessione di legumi ¢ quella con un numero di qualita farinografica piu
elevato rispetto a Floriddia e, in particolare a Montelibretti, questo valore supera
significativamente anche il grano tenero di controllo.
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Figura 1. Caratteristiche tecnologiche delle popolazioni evolutive, del monococco cv Norberto,
della popolazione BIO2, e del grano tenero cv Monnalisa, a Montelibretti e nelle due aziende Stuard
e Peri a Parma, sulle precessioni cece, trifoglio, pisello, favino o grano.

In Figura 2 sono riportati i risultati delle analisi nutrizionali. Per quanto riguarda le popolazioni
evolutive raccolte a Montelibretti, il contenuto proteico era significativamente piu alto (+4% in
Floriddia e +3% in Li Rosi) sul trifoglio rispetto al cece. A Parma, presso l'azienda Stuard, ¢
stato invece osservato un incremento significativo del contenuto proteico per entrambe le
popolazioni evolutive precedute da pisello; nell'azienda agricola Peri, con la precessione favino,
Li Rosi ha guadagnato quasi il 3,5% di contenuto proteico, mentre Floriddia ha mostrato
risultati non in linea con gli altri campioni (Fig. 2). Entrambe le popolazioni hanno mostrato
valori piu alti di amido totale e resistente e di TDF sulla precessione del cece rispetto al trifoglio.
Al contrario, la TAC ¢ risultata piu alta sul trifoglio rispetto al cece (Fig. 2). Le due PE coltivate
presso le aziende agricole di Parma si sono rivelate piu ricche in amido resistente, TAC e TDF
quando coltivate dopo le leguminose (pisello o favino); come previsto, dato il minor contenuto
proteico, l'amido totale ¢ risultato maggiore nelle popolazioni coltivate su precessione
frumento. Tutti i campioni hanno rivelato una percentuale di ceneri superiore a 1,8% che ¢ il
valore limite di legge per la farina integrale.
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Figura 2. Caratteristiche nutrizionali delle popolazioni evolutive, del monococco cv
Norberto, della popolazione BIO2, e del grano tenero cv Monnalisa, a Montelibretti e nelle
due aziende Stuard e Peri a Parma, sulle precessioni cece, trifoglio, pisello, favino o grano.

In conclusione, 1 risultati ottenuti mostrano che le popolazioni evolutive hanno buone
caratteristiche sia tecnologiche che nutrizionali, evidenziandone, quindi, la potenzialita come
materia prima per lo sviluppo di filiere cerealicole rigenerative.
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Abstract

Evolutionary populations (EPs) present an excellent alternative to monoculture due to their high
genetic diversity, which allows for better adaptability to various stresses. An interesting aspect
is the interaction between the root systems of EPs and soil microorganisms, essential for soil
health and plant well-being. This study aimed to investigate how different organic cultivation
practices of EPs of wheat could influence soil and rhizosphere processes, improving soil quality
within a regenerative agriculture framework. We analysed the chemical and microbial
characteristics of the soils and rhizospheres of two EPs of wheat (Furat Li Rosi and Furat
Floriddia) cultivated in two Italian sites (Parma and Rome) under different preceding crops
(legumes and wheat). A spectral fingerprint of the organic matter quality in the soil and
rhizosphere across various cropping systems, enzymatic activities microbial biomass, soil EL-
FAME (methyl esters and fatty acids), and nitrogen concentrations were analysed to correlate
microbial activities with organic matter quality and soil chemical characteristics. The results
demonstrate that EPs can influence the composition of soil organic matter by altering microbial
functioning, depending on the site and cultivation system.

Riassunto

Le popolazioni evolutive (EPs) rappresentano un'eccellente alternativa alla monocoltura grazie
alla loro elevata diversita genetica, che consente una migliore adattabilita a vari stress. Un
aspetto interessante ¢ 1'interazione tra le radici delle EP e i microrganismi del suolo, essenziali
per la salute del suolo e il benessere delle piante. Questo studio ha voluto indagare come diverse
pratiche di coltivazione biologica delle EP di grano possano influenzare i processi del suolo e
della rizosfera, migliorandone la qualita nell'ambito di un'agricoltura rigenerativa. Abbiamo
analizzato le caratteristiche chimiche e microbiche dei suoli e delle rizosfere di due EP di grano
(Furat Li Rosi e Furat Floriddia) coltivate in due siti italiani (Parma e Roma) con diverse
precessioni (legumi e grano). Per correlare le attivita microbiche con la qualita della sostanza
organica nel suolo e nella rizosfera, sono state analizzate le attivita enzimatiche, la biomassa
microbica, gli EL-FAME (esteri metilici e acidi grassi) e le concentrazioni di azoto nel suolo. I
risultati dimostrano che le EP possono influenzare la composizione della sostanza organica del
suolo alterando il funzionamento microbico, a seconda del sito e del sistema di coltivazione.

Introduzione

La coltivazione di varieta ad alta resa, 1'uso massiccio di fertilizzanti e i prodotti agrochimici
hanno causato il degrado del suolo, portando alla perdita di carbonio organico e al
deterioramento delle funzioni biologiche del suolo (Kopittke et al., 2019). Ripristinare il
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contenuto di SOM rafforzando le interazioni pianta-suolo risulta cruciale per incrementare la
sostenibilita dei sistemi agricoli (Janzen et al., 2022). Per ottimizzare le interazioni pianta-suolo,
¢ stato suggerito di sfruttare le interazioni ecologiche di piante diverse in sistemi di coltivazione
basati sulle rotazioni (Gaba et al., 2014). In questo studio ci siamo concentrati su un sistema
costituito da coltivazioni di popolazioni evolutive (EPs) di frumento in rotazione con
leguminose. Le EPs sono costituite da piante che presentano un elevato grado di diversita
genetica intraspecifica (Ceccarelli et al., 2022) e possono rispondere in modo piu efficiente
adattandosi ai cambiamenti climatici (Reiss et al., 2011). Le EPs sono solitamente ottenute
mescolando semi F1 o F2 ottenuti dall'incrocio di varieta di frumento, lasciando che si evolvano
in un sito specifico al fine di migliorare il loro adattamento alle condizioni pedoclimatiche del
sito (Doring ef al., 2011). Un aspetto importante ma poco esplorato dell'adattamento delle EPs
ad ambienti ostili ¢ il cross-talk tra radici e microrganismi, che puo influire sulla quantita e la
composizione della SOM. Lo studio ha valutato I’effetto delle rotazioni EPs/leguminose sulla
SOM e sui processi microbici del suolo in due siti italiani (Parma e Roma). Confrontando due
EPs evolute in due pedoclimi mediterranei e una varietad convenzionale, sono stati analizzati la
composizione microbica ¢ SOM nella rizosfera, in rotazione e in monocoltura, per capire
l'impatto della diversita genetica delle EPs e della coltura precedente.

Materiali e metodi

Frumento convenzionale, popolazioni evolutive (EPs) e campi sperimentali

E stata scelta la varieta moderna di grano tenero Monnalisa (Zriticum aestivum L.),
commercializzata da CGS sementi-Semia (Monnalisa, CGS sementi, Acquasparta, TR, Italia).
Le due EPs (Furat Li Rosi e Furat Floriddia) sono popolazioni di frumento (7riticum aestivum
L.) evolute da una stessa EP che ¢ stata assemblata nel 2009 da Salvatore Ceccarelli e Stefania
Grando con la collaborazione dei breeders del Centre for Agriculture Research in Dry Areas
(ICARDA, Beirut, Libano). L'EP Furat Floriddia si ¢ sviluppata a Peccioli, in Toscana (43,29
N 10,47 E; 124 m s.l.m.). L'EP Furat Li Rosi si ¢ sviluppata a Raddusa, in Sicilia (37,29 N
14,29 E; 315 m s.L.m.). L'esperimento ¢ stato condotto per 20 mesi secondo lo schema
rappresentato in Figura 1. In nessuno dei siti sono stati utilizzati trattamenti di fertilizzazione,
controllo dei parassiti o erbicidi. Il primo campo sperimentale era situato presso 1'Azienda
Agraria Sperimentale Stuard di Parma (44,79 N 10,27 E; 50 m s.l.m.). Nel sito di Parma sono
state utilizzate colture di pisello e frumento tenero come precessione. Il secondo campo ¢ stato
allestito in Roma presso I'azienda sperimentale del CREA-IT (Montelibretti Roma; 42,08 N
12,44 E; 24 m s.l.m.). Nel sito di Roma sono state utilizzate colture di alfalafa e cece come
precessione.

Frumenti
Precessioni
SItI Alfalfa Frumento tenero
= ;
/ >< Monnalisa
Roma < Cece By EP
\ ~» Furat-Li Rosi
Parma - Frumento /% \\
XN EP
Pisello \ Furat Floriddia

Figura 1. Disegno sperimentale dei campi di Parma e Roma

Mid Infrared analysis (MIRS) e contenuto d’azoto

Le analisi MIRS sono state eseguite su terreni essiccati e macinati (200 um) utilizzando una
spettroscopia FTIR (Tensor 27, Bruker, Féllanden, Svizzera) operante in modalita di riflettanza
totale attenuata (ATR). Le misure sono state effettuate a intervalli di 2 cm™ nell'intervallo MIR
(da 4000 a 600 cm™) e convertite in assorbanza. Sono state effettuate correzioni della linea di
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base e delle interferenze di CO, e H2O e le assorbanze sono state riportate come A/1000 S.I.
L'intensita dell'assorbanza ¢ stata normalizzata con la somma dell'assorbanza totale (4000-600
cm') ed ¢ stato utilizzato un filtro Savitzky-Golay per rimuovere il rumore (ordine del filtro =
3 e lunghezza del filtro = 15). I picchi sono stati rilevati utilizzando il software OriginPro e il
metodo “local maximum™ (Bottinelli ef al., 2021) ed estratti per 1'analisi statistica multivariata.
Il rapporto tra composti alifatici e aromatici ¢ stato calcolato utilizzando il rapporto tra
l'intensita del C-H alifatico a 3010-2810 cm™ e l'intensita del C=C aromatico a 1660-1580 cm"
' (Tinti et al., 2015). 11 contenuto di azoto ¢ stato misurato su terreni essiccati e macinati (200
um) utilizzando un analizzatore elementare (FlashEA 1112 Series, Thermo Electron).

Attivita enzimatiche

Sono stati analizzati diciannove enzimi idrolitici coinvolti nei principali cicli nutritivi, ovvero:
arilsolfatasi (Aryl-s), a-glucosidasi (Alpha-g), B-glucosidasi (Beta-g), a-galattosidasi (a-gal),
B-galattosidasi (B-gal), cellulasi (Cell), PB-1,4-xilanasi (Xil), B-D-glucuronidasi (Uroni),
chitinasi/N-acetil-p-D-glucosaminidasi (Chit), arginasi (Arg), leucina amino-peptidasi (Leu),
proteasi aspecifica (A-prot), fosfomonoesterasi acida (Ac-phos) e alcalina (Alk-phos),
inositolo-fosfatasi (Inosit-phos), perossidasi (Peroxidase), ossidasi (Oxidase), Fluoresceina
diacetato (Fda), Serin-like-proteasi (Cbz) e nonanoato-esterasi (Nona). Le attivita enzimatiche
sono state misurate in triplicato utilizzando suolo rizosferico mediante la procedura descritta in
Cowie et al., 2013.

Composizione microbica

Per caratterizzare la composizione della comunita dei microrganismi viventi piu probabilmente
influenzati dalla coltivazione di diverse colture, abbiamo caratterizzato gli “Ester-Linked Fatty
Acid Methyl Ester” (EL-FAME) secondo la procedura descritta in Li et al., 2020 e utilizzando
3 g di suolo liofilizzato. Sono stati inoltre calcolati i rapporti tra batteri gram-positivi e gram-
negativi.

Risultati e discussione

Dalle analisi MIRS ¢ emerso che le precessioni hanno indotto cambiamenti nella composizione
della SOM nei suoli rizosferici ma non nei suoli bulk di coltivazioni di EPs e Monnalisa. I dati
complessivi della rizosfera campionati in entrambi i siti dopo la raccolta delle EPs e di
Monnalisa hanno mostrato contenuti di N simili. Tuttavia, i dati hanno mostrato differenze
specifiche per il sito. Mentre a Parma il contenuto di N nel suolo ¢ simile indipendentemente
dalla precessione o dalla varieta, abbiamo osservato differenze significative a Roma (Fig. 2),
dove la precessione con alfalfa sembra aver aumentato il contenuto di N nel suolo piu della
precessione col cece, indipendentemente dalla varieta di frumento. Inoltre, le EPs successive al
cece hanno mostrato contenuti di N nel suolo piu elevati rispetto a Monnalisa (Fig. 2). Al
contrario, mentre il rapporto tra composti aromatici e alifatici ¢ simile a Roma
indipendentemente dalla varieta o dalla precessione, 1'uso del pisello a Parma ha indotto una
tendenza alla diminuzione del rapporto tra composti alifatici e aromatici rispetto al grano come
coltura precedente (Fig. 2). La SOM della rizosfera ¢ influenzata dalle precessioni nel primo
anno di coltivazione delle EPs.

L’analisi EL-FAME non ha evidenziato differenze significative tra EPs e Monnalisa (Fig. 3),
mentre la precessione sembra indurre cambiamenti nella comunitd microbica. Infatti il
GMP:GMN ¢ risultato essere piu alto in piante coltivate con precessione alfalfa rispetto a quelle
con precessione frumento. Il rapporto GMP:GMN viene utilizzato come indicatore della
disponibilita relativa di C. Pertanto, il leggero aumento del rapporto in seguito alla precessione
con leguminose potrebbe indicare la presenza di forme piu recalcitranti di C nel suolo.
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delle diverse rotazioni usate a Parma e Roma (c). Lettere rappresentano i risultati del test di Tukey (n=4).

L’effetto sinergico tra la precessione e le EPs ha determinato cambiamenti nell’attivita di alcuni
enzimi (Fig. 4). A seguito della precessione con cece, sono stati riscontrati aumenti nell’attivita
di B-glucosidasi, cellobioidrolasi, xilosidasi, glucuronidasi, arginin amino peptidasi in Furat Li
Rosi. Un aumento dell’attivita degli enzimi o-galattosidasi, B-galattosidasi, cellobioidrolasi,
chitinasi, ossidasi, perossidasi ¢ stata osservata in Furat Floriddia a seguito della precessione

con pisello. L attivita di cellobioidrolasi e fluoresceina diacetato idrolasi ¢ stata invece
riscontrata in Furat Li Rosi a seguito della precessione con alfalfa.

Hellinger distances + BCA

BCA enzymes

Figura 4. BCA delle attivita enzimatiche osservate per le tre
varieta di frumento con le rispettive rotazioni in Parma e Roma.
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Le analisi che verranno condotte nei successivi anni di sperimentazione permetteranno di
chiarire il possibile effetto sinergico tra leguminose ed EPs sulle caratteristiche del suolo e sui
processi biologici associati ad esso.
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