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Riassunto

La presenza della soia negli avvicendamenti cdititaiani puo parzialmente rispondere ad una
crescente esigenza di salvaguardia dell’ambiefmeattando la capacita naturale di questa coltura
di accumulare I'azoto atmosferico in composti pi@tad elevato valore biologico, parte dei quali
puo migliorare la disponibilita di azoto organicel terreno. Presso I'azienda agraria sperimentale
dell’'Universita degli Studi di Padova, é stata saaina sperimentazione volta a valutare la diversa
attitudine delle principali varieta di soia coltigan Italia per la produzione di molecole a canatt
“nobile”, quali isoflavoni e proteine. Queste sog@ sono attualmente molto studiate per la loro
funzione nutraceutica, essendo in grado — se assagblarmente con la dieta — di agire nella
prevenzione e/o rallentamento nell'insorgenza dua patologie gravi patologie, come i sintomi
della post-menopausa per I'azione antitumoraleizimhe del colesterolo.

La sperimentazione ha riguardato la coltivaziong@xde 28 varieta diverse, rispettivamente nel 2005
nel 2006 e 2007, sia con metodo convenzionale hiedico. Dalle analisi di laboratorio mediante
metodica HPLC eseguite sugli embrioni decotiledoaatui cotiledoni & stato possibile osservare
il diverso profilo biochimico dei genotipi studiatevidenziando la vocazione alla destinazione
nutraceutica o alla produzione di alimenti ad dlewalore aggiunto (isolati proteici), indicando
che esiste una variabilita intraspecifica modestalg proteina (C.V. <3%) e piu marcata per gli
isoflavoni (C.V. 27%) a concentrazione di molecole nutraceutiche detivdal metabolismo
secondario (isoflavoni) e risultata essere semsiiiltipo di tecnica di coltivazione utilizzata. INe
corso del 2006 e stata eseguita una seconda spé&iziane allo scopo di valutare l'effetto
dell'irrigazione, del tipo di terreno e della dataze di azoto del suolo sul contenuto in isoflaveni
saponine, considerando due varieta, una con eletitiadine alla concentrazione di isoflavoni e
modesta attitudine alla produzione di proteina $AIKWS) e l'altra con bassa attitudine alla
concentrazione di isoflavoni ed elevata per laginat (Nikir, Pioneer). Le due varieta sono state
coltivate in condizioni di ottimale rifornimentorido (ETM) in comparazione con un controllo
mantenuto in asciutto. Si e saggiato inoltre I'#ffeli una concimazione azotata tardiva (fase R3).

| risultati ottenuti indicano che per entrambe &i@ta, le condizioni di evapotraspirazione massma
'assenza di apporti azotati (tardivi) determinamo maggiore accumulo di isoflavoni nel seme
rispetto al controllo non irrigato e concimato (@ewlo maggiore dell 11%,) effetto

maggiormente riscontrabile nei semi portati dadiaificazioni laterali.



Summary

The soybean can to be a top crop for the healttvs@ment. It's a crop which fixes the
atmospheric nitrogen in his tissues. The nitrogdiixed by nitrogenase-reductase to produce
high biological value Organic compound. A partlefte substances remains in the soil and can
to enrich the soil fertility. (organic-N availaltil).In the Padua University Experimental Farm,
a research work has been realized for to evalbatautraceutical compounds production of the
most important soybean varieties diffused in Itdllye nutraceutical compounds examined are
isoflavones and proteins.

The isoflavones and the soybean proteins are thiéiyeffects on the human health if they are
firmly integrated in the diet. (Cancer preventiorenopause symptom alleviation, reduction of
the cholesterol accumulation) (Lacombe S et al 2000

This work has concerned the study of the 35 anslb®B8eans varieties during the 2005. 2006 and
2007. The varieties are cultivated in two differefmtys:

a) biological way

b) traditional way

The production of the isoflavones are been evatuiat¢he different plant parts (germ and
cotyledon) with a simple HPLC analysis method. Aiafaility coefficient >27% has been
found. A different varieties vocation for the sogtbproductions has been underlined.

Some varieties are good for the nutraceutical peban (high contents in isoflavone compound),
some varieties are good for the low content isaffeevproduction (baby meal).

The agronomic variables have influenced the isoft@/concentration in the soybean seeds

In the 2006 and 2007 a second experiment has leaéped for to study the irrigation effect, the
nitrogen input effect, the soil type effect, on tbeflavone and proteins production. For this
study two different varieties has been chosen: fiegh isoflavone concentration low protein
concentration) and Nikir (high protein concentratand low isoflavone concentration). These
varieties are grown in the water optimal availapiiondition and they have compared with a
control non irrigated.

By the results is it possible to see witch the EGddition determine a major isoflavone
concentration,(+11%) in the seeds in comparisoh thié control non irrigated and fertilized.

This effect is more evident in the seeds producethe stem ramification.



1 Introduzione

1.1 LA SOIA: ORIGINE E DIFFUSIONE

La soia € una pianta annuale originaria dellAgatm-orientale. Le prime notizie certe di
guesta pianta risalirebbero al 2° millennio a.@che se probabilmente era conosciuta gia
molto prima. Fino alla fine dell'Ottocento era oata esclusivamente in Cina. Nel XVIII
secolo fu portata in Europa e agli inizi del XIXcet negli Stati Uniti, dove per anni fu
coltivata come prodotto agricolo secondario, dastimalla produzione di foraggio. Nei
primi anni Venti lo sviluppo dell'industria delleasformazione della soia diede un notevole
impulso alla coltivazione di questo legume, chei@ggtituisce il terzo prodotto agricolo
statunitense, dopo il mais e il grano. Gli StatiitUproducono circa il 60% della soia
venduta nel mondo e destinano il 30% circa della pyoduzione all'esportazione. Brasile
e Cina detengono rispettivamente una quota del ddl 40% della produzione mondiale
ed estese coltivazioni di soia si trovano, inolaache in Argentina, Taiwan, Canada e
India. In Europa é coltivata soprattutto in Itadi&rancia.

La coltivazione della soia nellUE & scesa da 500.6ttari del 1998 a poco piu della meta nel
2004 (270.000 ettari), peggiorando il grado di aapprovvigionamento sia dei semi che
delle farine. La soia di produzione italiana, eslkehen poca cosa rispetto al fabbisogno,
rappresenta circa il 70% della soia prodotta iroRar

La riduzione delle superfici investite a soia n&lla deriva essenzialmente dal fatto che gli aiuti

comunitari si sono notevolmente negli ultimi anni

1.2. CARATTERI BOTANICI

La soia appartiene alla famiglia delleeguminosage sottofamiglia Papilionoideag tribu
PhaseoleaggenereGlycine Willd, specieGlycine max(L.) Merr.. Le varieta coltivate

appartengono alla spectge. max(L.) Merr. sembra sia derivata da una specie Sebvat
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(Glycine soja,Sieb. e Zucc.) presente in forma spontanea in Ciaayan, Giappone,
Corea, e Stati dell’ex Unione Sovietica. Esiste temaa speci&lycine gracilis intermedia
tra le due. Le tre specie presentano lo stesso nwugremosomico (2n = 40) e sono
interfertili. Per molte altre, sempre appartenaitigenereGlycing la classificazione é
ancora incerta.

L’apparato radicale (Fig. 1) & costituito da undica principale fittonante dalla quale si
dipartono radici secondarie poste su piu palchgduih profilo. Sulle radici secondarie si
formano diverse ramificazioni. Dopo la germinazianesviluppano le radici avventizie a
circa 4-5 cm dall’apice radicale e continuano amfarsi mano a mano che la radice
primaria si approfondisce. Le ramificazioni secam®acontinuano a prodursi durante
I'intera vita della radice.

Dopo una settimana dall’emergenza, sulle radianigiano a formare i noduli radicali, (Fig.
2) sito dell’azotofissazione operata dalla soiazigraad una simbiosi con un rizobio
specifico.

Figura 1 Apparati radicali di soia



Figura 2. Noduli radicali in soia

Il fusto si presenta eretto, ricco di peluria (kaum argentea) e ramificato. Le ramificazioni
iniziano fin dai primi centimetri dal terreno edh#aggiore con investimento rado (poche
piante per m2?). Raggiunge al massimo i 90-130 craltdzza. Nella normale pratica di
coltivazione é necessario che il fusto non ramiffah dalla base, poiché i baccelli delle
ramificazioni non sono facilmente raccoglibili man@camente con conseguenti perdite di
granella quantificabili in un 4-10%. Per ottenetesto risultato si seminano 40 piante/m?
(usando 55-60 semi/m?) ad una profondita di 3 aareun’interfila di 45 cm.

L’'apparato fogliare € composto di una coppia diitogemplici (unifogliate) e trifogliate. Le
prime, dette foglie primarie, appaiono da tre aidggorni dal’emergenza e sono inserite
in modo opposto sul fusto. Le trifogliate sono caste ognuna di 3-4 foglioline, con
lamine di forma diversa. Compaiono un po’ piu tatelile precedenti e si alternano sui due
lati del fusto mano a mano che cresce in altezeaiflo e Mosca, 1986).

| fiori (Fig. 3) sono di colore purpureo o biangiccoli, riuniti in racemi ascellari, contenenti
da 2 a 35 fiori ciascuno, posti su corti pedundddi potenzialita fiorale & elevatissima, ma
molti fiori abortiscono (dal 20 all'80%), cosi comemerosi baccelli. La fecondazione e

autogama: il polline di solito &
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Figura 3: Particolare del fiore di soia

formato dagli stami prima che le altre parti delréi siano completamente schiuse, il che
lascia poche possibilita all’impollinazione incrata spontanea. Ciononostante, si puo
riscontrare eterogamia nell'l% o anche meno dei. ¢aperiodo di fioritura dipende
dall’epoca di semina e dalla varieta: puo durar&rela piu di cinque settimane.

| frutti sono chiamati legumi o baccelli (Fig. ono leggermente curvi o diritti, pelosi e, a
maturazione tendono ad aprirsi (deiscenza). Il tmlore varia dal giallo al grigio, al bruno
e contengono da due a tre semi (anche uno solg) &i Il numero di baccelli per
inflorescenza varia da 1 - 2 fino a 20, e la laroghezza oscilla da 2 a 7 cm, secondo la
varieta.

Il seme, privo di endosperma, € formato da un tegumseminale che ricopre un grande
embrione provvisto di due cotiledoni. La forma tormla o ellittica.

Il colore del tegumento seminale pu0 essere gllglierino o giallo-grigio, verde,

bruno, nero o] una combinazione di questi colori.

Il tegumento seminale € caratterizzato dalla pzseell'ilo (zona di attacco del seme
al baccello) che varia nella forma (da lineare al@yve nel colore.

La dimensione del seme & molto variabile: il pesd@0 semi pud infatti

oscillare da 50 a 450 grammi.
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Figura 4: Baccelli ascellari di soia. Figura 5: Riempimento ¢tibaccello.

Il ciclo di sviluppo della soia si svolge in modontinuo iniziando con la germinazione
e terminando con la maturazione completa del s€uoe.la germinazione, dal seme
si sviluppa una radice primaria fittonante checsirasce verticalmente nel terreno.

La loro espansione € prima orizzontale per circamQpoi si approfondisce fino a piu
di un metro.

Contemporaneamente, durante i 5-10 giorni dallairsgna seconda della temperatura
del terreno e della profondita del seme, emergaradiledoni. Dalla loro emergenza
il ciclo di sviluppo della pianta pud essere suddivin diversi stadi vegetativi e
riproduttivi, riportati nella tabella 1 secondo qt@ proposto da Fher e Caviness
(1977).
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1.3. TIPI DI ACCRCESCIMENTO

In soia il tipo di accrescimento pud essere indeit@ato, determinato o semi-
determinato. Nei tipi indeterminati, la fiorituravéene dal basso verso I'alto, mano a
mano che i fiori si differenziano lungo lI'asse dgtianta e non € presente un racemo
terminale. La gemma apicale infatti continua liaté vegetativa durante la maggior
parte del ciclo. Nei tipi determinati invece i pria schiudersi sono i fiori situati
nella parte apicale e, dopo I'inizio della fiorii’assetto della pianta non subisce
ulteriori modificazioni. Questi inoltre sono camtkzzati da un periodo di fioritura
piuttosto breve che non permette di bilanciare & periodi avversi con
I'emissione di nuovi fiori. L'impiego di tipi detetinati potrebbe tuttavia consentire
di orientare sia lo svolgimento delle diverse féshologiche nei periodi piu
favorevoli sia I'esecuzione di certi interventi agomici (es. irrigazione) nel
momento piu opportuno (Mosca et al., 1984).

Nel tipo semi-determinato, nella stessa varietéo qmesenti piante con infiorescenza
terminale miste ad altre con fioritura continua ealare, ad accrescimento
indeterminato. La presenza contemporanea delle fduee porta a disformita
nell’apparenza e nell’habitus di crescita del caspb (Toniolo e Mosca, L.C.).

1.4. SOSTANZE CON FUNZIONE NUTRACEUTICA

In soia alcuni composti a carattere “nobile” sohalmti per la loro funzione nutraceutica,
ovvero per la proprieta che hanno se assunti regelste nella dieta di prevenire e/o
rallentare e/o curare alcuni tipi di patologie.

| composti nutraceutici derivano dal metabolismaoselario della pianta (ad esempio
isoflavoni) o dal metabolismo principale come letpine.

In soia sono studiati anche altri composti che bamm effetto negativo sul metabolismo:
gli inibitori della tripsina: inibitori di Kunitz éowman Birk.

Tutte le sostanzk opraccitate sono presenti nel seme di soia (mefifeone decotiledonato

e nel cotiledone) nonché in tutti i prodotti di daszione della semente
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Abbreviazione

Stadio vegetativo

Descrizione

VE

Emergenza

Cotiledoni visibili fuori dal ter@n

VvC

Cotiledonare

Foglie unifogliate non ancora
espanse con margini che non si

toccano.

V1

Primo nodo

Completo sviluppo delle foglie

unifogliate al nodo cotiledonare.

V2

Secondo nodo

Completo sviluppo della foglia
trifogliata sul nodo superiore a

guello della unifogliata.

V(n)

Ennesimo nodo

n. nodi del fusto principade c
foglie trifogliate completamente
sviluppate (partendo dal nodo dell

unifogliate).

Abbreviazione

Stadio Riproduttivo

Descrizione

R1

Inizio fioritura

Presenza di un fiore aperto i

almeno un nodo del fusto

principale.

R2 Piena fioritura Presenza di un fiore in almano
dei due nodi piu alti (con foglia
completamente formata) sul fusto
principale.

R3 Inizio formazione Presenza di baccelli lunghi 5 mm

baccelli almeno uno dei quattro nodi piu al
sul fusto principale.

R4 Completa formazione Presenza di baccelli lunghi 2 mm

baccelli almeno uno dei quattro nodi piu al
sul fusto principale.

R5 Inizio formazione seme  Semi di 3 mm di lunghezza su

almeno uno dei quattro nodi piu al

sul fusto principale.

=
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R6 Completa formazione Semi ancora verdi che riempiono |a
seme loro cavita, su almeno uno dei
quattro nodi piu alti sul fusto

principale.

R7 Inizio maturazione Presenza di un baccello con
colorazione tipica della maturazione

sul fusto principale.

R8 Piena maturazione 95% dei baccelli hanno wxgila
colorazione tipica della
maturazione. Servono ancora 5-10
giorni di clima asciutto per
raggiungere umidita inferiori al
15%.

Tabella 1: Descrizione degli stadi vegetativi e ripduttivi della soia.

1.4.1 GLI ISOFLAVONI

Gli isoflavoni sono composti fenolici apparteneatigruppo dei flavonoidi, sono
caratterizzati dalla migrazione del gruppo B dplhgizione 2, alla posizione 3.
| principali tipi di Isoflavoni:

le forme piu semplici sono le agluconiche (Figgali la genisteina, la gliciteina e

la daidzeina.

51

HO (0]

Figura 5. Isoflavone forma agluconica
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Forma coniugata

Figura 6

Isoflavone Gruppo R1 Gruppo R2 Gruppo R3
genisteina H OH -
gliciteina OCH H -
daidzeina H H -
genistina H OH H
glicitina OCH; H H
daidzina H H H
malonil-genistina| H OH COCHLOOH
malonil-glicitina | OCH H COCHCOOH
malonil-daidzina | H H COCHKCOOH
acetil-genistina H OH COCH
acetil-glicitina OCH H COCH
acetil-daidzina H H COoCH

Tabella 2. gruppi sostituenti degli isoflavoni

Gli isoflavoni sono composti presenti in diversee@p vegetali, le Leguminose, in
particolare le Papilionacee sono maggiormente eoalid concentrazione di queste
molecole. Questi flavonoidi sono prodotti a partda@ due vie di sintesi: la via
dell'acido shichimico e quella dell’Acetilcoenzinda-

Nel seme di soia sono presenti 12 forme di isofi@dabella 1) suddivise in tre
famiglie: quelli derivati della genisteina, quelklla gliciteina e della daidzeina.

Questi 3 tipi di isoflavoni esistono sotto 4 divefsrme: la prima, aglucone, o “forma
semplice”. Quelle coniugate sono rappresentatecenda: glucosidi, acetilglucosidi,
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malonilglucosidi (tabella 2). Le forme acetilichens considerate come dei prodotti

di denaturazione dovuti a trattamento termico.

1.4.2 LINEA BIOSINTETICA DEGLI ISOFLAVONI

Nella pianta la sintesi degli isoflavoni &€ possbijrazie all’esistenza di tre vie
metaboliche fondamentaliSCHIJLEN et al 2004)

1. la prima via biosintetica e la via dell’acido sdruirco;

2. la via dei fenil-propani;

3. e la via dei flavonoidi.

La via dell’acido scichimicoé comunemente denominata via degli amminoacidi

aromatici, anche se non tutti vengono sintetizeati questo processo. Tale via é
assente negli animali che quindi devono assumeserghinoacidi essenziali con la
dieta. La via prende il nome da un composto chaigina dalla reazione chimica
tra il fosfoenolpiruvato (PEP), intermedio dellacglisi e dell’eritrosio-4-fosfato
(E4P), intermedio della fase luminosa della fottesn

La via puo essere suddivisa in due parti:

1) la via dell’acido scichimico vera e propria chetpado dal’'E4P e da PEP porta
all'acido corismico (Fig. 7).

2) latrasformazione dei tre aminoacidi fenilalanimgatofano e tiroxina (Fig.8).

La figura 7 illustra i sette passaggi fondamentkliquesta via biochimica (Maffei
M.1999). La prima reazione riguarda la condensaziah una molecola
dell'intermedio della glicolisi PEP con una molexalell'intermedio del ciclo dei
pentosofosfati E4P per formare il composto etefisocDAHP; questo primo
passaggio e catalizzato dalla DAHP sintasi cheengliante e attivato dal
manganese e dal triptofano, due ligandi in gradostdbilizzare la struttura

dell’enzima.
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Figura 7. via dell'acido scichimico

Il secondo passaggio consiste nella trasformazidaleterociclo contenente
ossigeno dal DAPH nel cicloesano variamente sastitappresentato dall’acido

3-deidrochinonico. Questa reazione € resa possiai¥intervento della 3
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deidrochinato sintasi un enzima per la cui attistno richiesti NAD+ e un
catione bivalente.

seguenti passaggi riguardano l'aromatizzaziond deloesano, requisito
fondamentale per la costruzione della fenilalanidella tiroxina e del triptofano.
L’attivita della 3 idrochinato deidratasi e delleichimato deidrogenasi (3° e 4°
passaggio) sono svolte nelle piante superiori dastesso enzima. |l numero di
turnover della deidratasi e circa 1/9 di quelloddegenasi, cosi I'acido di-
idrochinonico viene facilmente convertito in acisichimico senza I'accumulo
di acido deidro-schichimico.

Il passaggio successivo riguarda la fosforilazideacido sci chimico, trasformato
in scichimato 3- fosfato reazione operata dallatsmato chinasi.

Il quinto enzima implicato in questa via metabolieamolto studiato ed e |l
principale bersaglio metabolico di alcuni erbic{@liphosate), questo enzima
causa la formazione reversibile del 5-enolpiruvgisitnato 3-fosfato sintasi e di
fosfato organico.

L’ultimo passaggio nella via dell’acido scichimidguarda la formazione dell’acido
corismico tramite I'eliminazione del fosfato dalEPSP operata dall’enzima
corismato sintasi. (Maffei M. LC)

L’acido corismico e soggetto ad alcune trasforn@izibie portano alla sintesi degli
aminoacidi aromatici fenilalanina, tirosina e tofaino. Queste reazioni
conducono all’aromatizzazione dell’anello ciclogsadctco dell’acido corismico.
Il termine “corismico” deriva dal greco e signifiéarca o biforcazione, in questo
punto della via metabolica infatti si dipartono due: una che porta verso la
sintesi di fenilalanina e tiroxina e I'altra chenduice alla sintesi di triptofano.
L’enzima che agisce sull'acido corismico € la cm@$o mutasi che trasforma
I'acido corismico in acido prefenico. L’acido prafeo viene quindi transaminato
dalla prefenato aminotransferasi per formare aadmgenico. A questo punto
non si € ancora formato l'anello aromatico dellaildanina e occorre una
decarbossilazione e la perdita di una molecolagiliacoperata dalla alogenato

deidratasi per formare la molecola di fenilalaniRig. 8).
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Figura 8. sintesi della fenil alanina

La via dei fenil-propani e dei flavonoidi

| fenil-propani sono prodotti dalla deaminazionggldaminoacidi fenilalanina e
tiroxina.

Questi composti entrano in processi metaboliciitdsti per la sintesi di strutture di
base come la lignina o per impartire ai fiori, autfi e alle foglie particolari
colorazioni. Un ruolo importante di queste moleadlsvolto anche nei meccanismi
di difesa in risposta agli attacchi di patogerm eeguito a stress. La figura 9 illustra
la via metabolica degli isoflavoni, dal precurséeeilalanina fino alla genisteina.
Per ottenere un fenilpropano a partire da una rotdedi fenilalanina occorre che
avvenga una condensazione tra una molecola diafaniha e 4 molecole di
coenzima-A (1 molecola di cumariol coenzima-A e 3lenole di malonil

coenzima-A). Perché tale processo sia possibilecéssario che dapprima avvenga
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una reazione di deaminazione, catalizzata dalldafanina ammino liasi (PAL) a
carico della fenilalanina.

Successivamente il cumarato coenzima-A in presdnaaido cinnamico permette la
condensazione di una molecola di cumariol coenZiadla catena alifatica della
fenilalanina. In seguito la calcone sintasi perméitformazione di una catena di 6
atomi di carbonio a ridosso della molecola di f@aihiana (fenilalanina esano) e
sempre la calcone-sintasi e in grado di provveddlee ciclizzazione della catena
alifatica di nuova formazione. Si forma cosi unnpitipo di difenilpropano che
viene subito modificato dalla calcone isomerasi pkeemette la deidrogenazione
dell'ossidrile in posizione 9 e la reazione delfmgeno con il carbonio in posizione
2. Si forma cosi l'eterociclo aromatico naringeninLa naringenina € un
fenilpropano piu stabile del suo intermedio putativale molecola € il primo
precursore della via metabolica degli antociani. flavanone 3 idrolasi, primo
enzima della linea biosintetica per gli antocia@idungue in competizione con
l'isoflavone sintasi per questo tipo di composto.

Successivamente inizia la via dei flavonoidi, I'ena isoflavone sintasi (IFS) catalizza
il trasferimento del gruppo fenile derivante daftimoacido fenilalanina dalla
posizione 2 alla posizione 3, si forma cosi I'isefbne genisteina. Tale aminoacido
e in equilibrio con le sue forme glucosidiche e andiche infatti I'isoflavone 7-O
glucosio transferasi (IGT) e lisoflavone malontansferasi (IMT) permettono
rispettivamente la condensazione di una molecolaudichero e di un gruppo
malonile alla molecola di genisteina. (Fig. 6) Gonporaneamente l'isoflavone
malonil glucosidasi esterasi (IEST) e I'soflavonkicgside glucosidasi (IGLC)
catalizzano la rimozione del malonile e del gluoodall’isoflavone originando
nuovamente la genisteina La formazione della daidze della gliciteina, con i loro
composti derivati, ha un percorso simile a qudbitia genisteina con la differenza
che per la daidzeina, la calcone reduttasi intaeevisul fenilpropano di prima
formazione e catalizza la rimozione dell’ ossidiihe posizione 5. Si forma cosi

l'isoliquitigenina, mentre in seguito si formerania liquiritigenina e la daidzeina.
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Per la gliciteina invece, oltre all'azione delldomae-reduttasi, interviene molto
probabilmente una 6-O— metiltransferasi che caalii trasferimento di un
gruppo acetile in posizione 6 prima che avvengancezioni a carico della

calcone-isomerasi e dell'isoflavone sintasi.

Ruolo fisiologico degli isoflavoni

La pianta secerne dei composti che le permettorioteiagire con la microflora del
suolo, si tratta di alcuni tipi di essudati che®oiconosciuti dal batterio e inducono
in esso un cambio di comportamento.

| flavonoidi prodotti dalle radici sono un indicatodell’espressione dei geni batterici
necessari alla nodulazione (Broughton e al 2008)génisteina e la daidzeina tra
questi sono un indicatore dell’espressione dei deod” del Bradyrhyzobium
japonicum(Kosslak et al 1987). | genod, nol, noesono organizzati in operoni e la
loro espressione e regolata da geni regolatora dathiglia ‘hodD”. | geni nod sono
responsabili della sintesi degli enzimi necesshai produzione dei “fattornod’,
tetra e penta-saccaridi residui di

N-Acetyl glucosamina (Lerouge et al. 1990) che samb essere all’origine della
differenziazione cellulare che conduce alla forraaei dei noduli (Fisher e Long,
1993; Perret et al., 2000; Irving et al., 2000,licwdre et al., 2001; Miklashevichs et
al., 2001). Tali composti sono inoltre in gradarderagire con gli enzimi della via
biosintetica degli isoflavoni, fungono cioé da sogke elicitorie. Genisteina e
daidzeina nella radice sono altresi associatespligssione dei fattoriod. E’ stato
dimostrato che la presenza di questi isoflavonpdrticolar modo della genisteina,
associata ad una nodulazione e a un tasso drziwse dellazoto atmosferico
cospicue (Zhang and Smith, 1996; 1997).

La concentrazione in isoflavoni negli estratti i pud dunque essere un indicatore
del potenziale di nodulazione e di fissazione di uarieta e dunque indirettamente

del suo metabolismo azotato.
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Isoflavoni e difesa dai microrganismi

Gli isoflavoni giocano un ruolo nella difesa defi@nta dagli attacchi dei patogeni,
gli isoflavoni sono infatti delle fitoalessine cheontribuiscono a limitare
I'estensione delle infezioni batteriche e fungimdia piante. Le fitoalessine sono
generalmente presenti in concentrazione molto @elwlassenti ma sono
rapidamente sintetizzate nel caso di un attaccter@ o fungino (Graham e
Graham 1991). La genisteina e una molecola derigata daidzeina cioe la

gliceollina intervengono nella lotta contro le infeni (Park et al., 2002).

Isoflavoni e stress ambientali

Gli isoflavoni sono composti importanti anche nelifesa dagli stress abiotici come
'esposizione ai raggi ultravioletti. Nelle piangsposte a raggi UV il tenore in
isoflavoni aumenta suggerendo che sono sostanzganio di offrire protezione
contro le radiazioni nocive di tipo UV-B (proprietdtiradicaliche e inibizioni di

enzimi) (Caldwell et al 1983).

1.4.3 Proprieta nutraceutiche degli isoflavoni di soia

Due tipi di approccio hanno contribuito allo svipgodelle ricerche riguardanti gli
isoflavoni di soia e la loro relazione con l'impeéegutraceutico.(Kim H. et al
1998)

Il primo approccio e di ordine epidemiologico. Ifietti la frequenza delle malattie a
larga diffusione come le malattie cardiovascotafbsteoporosi, € meno elevata in

Asia che in occidente e questo & noto esser leghtma importante differenza nel
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regime alimentare. Un secondo approccio € relaigh studi sui meccanismi
regolatori della cancerogenesi, sottolineano I'ingnaza dei composti di origine
alimentare implicati nella regolazione della crescellulare (come gli isoflavoni di
soia). Numerosi studi mostrano che la soia (consanmagolarmente dalle
popolazioni asiatiche) e in particolare gli isoftav presentano diverse attivita
farmacologiche. (a titolo di esempio le dosi ingeequotidianamente dagli individui
sono state stimate da 50 a 100 mg).

Queste bioattivita potrebbero essere implicate metcanismo di prevenzione delle
malattie cardiovascolari, di alcuni tipi di cancel dei problemi legati alla
menopausa.

Le attivita biologiche degli isoflavoni nell'orgasmo dipendono naturalmente dalla
loro biodisponibilita. D’altra parte la bioattividegli isoflavoni consumati, potrebbe

presentare in certi casi degli effetti indesiderati

1.4.4 Malattie cardiovascolari e isoflavoni di soia

Sembra che gli isoflavoni presenti negli estratttgici possano ridurre il tasso di
colesterolo. Gli isoflavoni sono strutture analeglall’estradiolo (ormone
estrogeno endogeno). L'estradiolo presenta delleoprpta di tipo
ipocolesterolemico.(Carroll 1995) (Potter SM. 19%¥86). In effetti questo
ormone € coinvolto nel metabolismo delle apopre&teijcostituenti proteici
dellLDL). Sembra dungque che due tipi di composisgano spiegare, una largo
effetto ipocolesterolemico dei prodotti a base diascontenenti proteine e
isooflavoni. (la daidzina e la genisteina e i laretaboliti).

Sembra che la riduzione della colesterolemia (Bdaaie R. 1990 non sia che uno
dei principali meccanismi di protezione degli isofbni nei confronti di malattie
cardiovascolari e dell’arteriosclerosi.

L’ossidazione di particolari LDL €& considerata commea tappa fondamentale ed

indispensabile della formazione del glomerulo desterolo. Degli antiossidanti
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naturalmente presenti nel seme di soia, come @fliaigoni, potrebbero prevenire
I'ossidazione di particelle LDL. Inoltre la genista inibisce la tiroxina chinasi
intracellulare. La tiroxino-chinasi sembra implgabella promozione e nella
progressione dell’arteriosclerosi tramite la peiéizione di cellule muscolari lisce
e lo sviluppo di placche. Infine I'arterioscleropud essere associata a una
diminuzione della dilatazione arteriosa (principadisa di infarto al miocardio)
negli uomini e nelle donne in menopausa (Gilugar. Bt 1997). Si e visto che
come gli estrogeni di origine animale, gli isoflav@ccrescono I'elasticita delle
arterie con arteriosclerosi nelle femmine di scimmiiva di ovaie.(Honoré K. Et
al. 1997)

Certi studi fatti su pazienti con una colesterokerfimedia” mettono comunque in
evidenza un effetto non significativo di una ingegjone alimentare a base di
isoflavoni . E doveroso sottolineare che studiicliprolungati nel tempo non
sono ancora stati completati. (Chen L.et al. 20@8hang H.. e Murphy P.A.
1994)

1.4.5 Osteoporosi e isoflavoni di soia

Nel corso della menopausa, la diminuzione del ®morestrogeni circolanti nel
sangue, accelera la perdita di tessuto osseo.(C@peal 1992) La frequenza
dell'osteoporosi, € differente a seconda delle dizeregioni del globo (piu
debole in Asia che in occidente). Un'alimentaziomeca in fitoestrogeni
potrebbe spiegare questa differenza. Uno studionbstrato che un regime
alimentare contenente delle proteine di soia canfarte quantita di isoflavoni
(2,5 mg/g) aumentava la densita e il contenutoiimenale osseo delle donne in
menopausa ma solamente a livello della colonnaebrte. Questo risultato
mette in evidenza che l'effetto dei fitoestrogensaoia € dose dipendente e sito
osseo specifico.(Anderson J.J.B. e Garner S.C 1890@n altro studio mostra

che gli isoflavoni di soia stimolano la formazionssea e che un consumo
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regolare, su lunga durata, € necessario per aureeptagressivamente la
massa ossea. (Armandi B.H. et al 1998)

Le vampate di calore, (ugualmente legate alla dizione del tasso di estrogeni
circolante), rappresentano uno dei fastidi solitat@epiu riscontrati nelle
donne in menopausa. La frequenza di questi sintan da 70% - 80% per le
donne europee (Knight DC, Eden |.A. 1986)8 e 14% per le donne di Cina e
Singapore (BouleM|, et al 1994 Il regime alimentare ricco in fitoestrogeni,
potrebbe almeno in parte spiegare questa differefa studi effettuati,
portano a risultati contraddittori e la relazioma tsoflavoni e vampate di

calore non e stata ancora chiarita.(Singham S.&al. E998)

1.4.6 Cancro e isoflavoni di soia

Come per l'osteoporosi 0 le malattie cardiovascoléa frequenza dei cancri
ormonodipendenti (della prostata e del seno pitiqué@armente) € piu bassa in Asia
che in occidente.(Severson RK et Al. 1989) (LeedtiAl. 1991) La differenza di
regime alimentare potrebbe anche in questo cassga@ in parte questi dati
epidemiologici. In questo contesto, € stato mostchte gli isoflavoni contenuti
negli alimenti a base di soia presentavano dellepnmta particolarmente
interessanti, nella prevenzione di alcuni tipi ancro.

Nelle donne in menopausa per esempio, gli isoflavon qualita di fitoestrogeni
potrebbero prevenire la comparsa e lo sviluppoatli ¢ancri grazie alle loro
proprieta antagoniste di quelle degli estrogeniogedi.(Setchell KDR 1984)
(Molteni et al 1995) Gli estrogeni endogeni stinmaldo sviluppo cellulare. Questa
attivita e stata individuata come responsabile adalbmparsa del cancro al
seno(Breckwoldt M, et al 1995
Inoltre e stato mostrato che gli isoflavoni auna@otla durata del ciclo mestruale

e in particolare della fase follicolare.(Cassidye®®Al 1994) Dato che il tasso

mitotico & quattro volte piu elevato durante laefasteinica rispetto alla fase
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follicolare, gli isoflavoni possono partecipare aallriduzione della
proliferazione cellulare nel caso di cancri ormalpendenti della donna.

Esistono tuttavia altri meccanismi d’azione degtfiavoni di soia aventi effetto
potenzialmente preventivo relativamente allo s\pluplel cancro (Messina M.
et Barnes S.. 1991). Oltre alla loro attivita egémmica, gli isoflavoni
presentano delle proprieta antiossidanti.(Bowene Barnes S. 1995) Queste
proprieta possono garantire una protezione dagésst ossidativi cronici
responsabili della cancerogenesi, come il tabagisn qualita e la quantita
del regime alimentare. Infine certi isoflavoni petano un effetto inibitore
degli enzimi implicati nella proliferazione celluéa Gli isoflavoni agirebbero
cosi in modo diretto (inibizione di enzimi implicatel ciclo cellulare) o
indiretta (azione antiestrogenica, antiossidardgellan proliferazione cellulare
nel corso della cancerogenesi

Tuttavia, per le donne in menopausa colpite darcaacseno nelle fasi iniziali,
non sarebbe indicato un consumo troppo elevatsaflavoni. In effetti gli
isoflavoni agendo come sostarestrogenosimilijn una fase iniziale possono
accentuare lo sviluppo delle cellule canceroseek@Rd S.E., Thompson L.U. ,
1997) In generale, nonostante i meccanismi d’azpwienziali degli isoflavoni
nei confronti delle malattie cardiovascolari, dicwali tipi di cancro e
dell'osteoporosi siano stati messi in evidenzapswoecessari ancora ampi studi
supplementari (negli animali, e clinici) al fine determinare l'attivita reale
degli isoflavoni nell'organismo umano. D’altra pamper quanto riguarda le
loro proprieta (estrogeniche in particolare), uniémentazione ricca in

isoflavoni pud anche essere sospettata di provattetti secondari negativi.

1.4.7 Assorbimento e metabolismo degli Isoflavoni

Tenuto conto della bioattivita degli isoflavoni, teeterminazione della loro
biodisponibilita sembra indispensabile. Sfortunagata, il metabolismo degli

isoflavoni non & ancora totalmente conosciuto.
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Si considera tuttavia che dopo lingestione, gloflsvoni coniugati siano
idrolizzati da alcuni enzimi della flora intestieain condizioni di pH acido
determinato dallo stomaco.

Gli isoflavoni sono assorbiti a livello dell'intésb crasso, e probabilmente a livello
del colon sotto forma non coniugata. La degradazidegli isoflavoni da parte
dei batteri intestinali, genera diversi metabofisidercrutz H et Al 1991) la'e
idrossi-O-dimetilangolesina (O-DMA) é derivata diieenente dalla genisteina,
esistono inoltre due vie metaboliche per la daitzehe producono sempre fa 6
idrossi-O-dimetilangolesina. Questi metaboliti somatracciabili nella bile o
nellurina. Dopo una escrezione nella bile gli lagbni possono essere
idrolizzati ancora una volta nel tratto intestinateetabolizzati e riassorbiti grazie
alla circolazione enteroepatica.(Griffits L.A.- Baws A) Il tasso di
assorbimento é differente a seconda del tipo dliaigone considerato. In effetti
la daidzeina sembra piu disponibile che non lagjeima. (Whang HJ et al 1992)
Le forme coniugate della daidzeina sono anch’esaggiormente biodisponibili
che non quelle della genisteina. (King R.A. 1998)e&i risultati suggeriscono
che le differenze di struttura tra la daidezinaaegénisteina possono influire
significativamente sulla loro biodisponibilita. @ a causa del carattere idrofilo
piu marcato (Brown P. 1998) e del loro peso mokeolpiu importante, gli
isoflavoni coniugati sono meno biodisponibili cheagluconi. Benché, in linea
generale I'assorbimento e I'escrezione degli is@ifa nelluomo sia funzione
della quantita ingerita, (Harris e al, 1995) esistalelle differenze a livello di
produzione dei diversi metaboliti, derivati dagboflavoni ingeriti. Certi
individui (circa 70% degli individui di una data palazione) sono incapaci di
metabolizzare e di eliminare equolo a partire ddbédzeina.(Kelly GE et al,
1993) Questa differenza tra individui puo rivelaisaportante poiché la
produzione di equolo a partire dagli isoflavonicabgi € responsabile di gran
parte degli effetti biologici legati al consumo idbflavoni. In effetti I'attivita
estrogenica dell’equolo e largamente superiore @lajuella daidzeina o di
quella dell O-DMA.(
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Delle differenze nella capacita di metabolizzareiggiflavoni secondo il sesso dei
consumatori sono ugualmente stati osservati.(Lu LAWderson KE 1998)

Le differenze tra isoflavoni che riguardano, laoldbiodisponibilita e il loro
metabolismo, non permettono momentaneamente, uearderazione razionale
della quantita ottimale di isoflavoni da ingerirButtavia, la conoscenza del
tenore della composizione in isoflavoni nei prodatbase di soia € condizione

indispensabile perché vengano stabilite raccomaowiegpecifiche.

1.4.8 Tenore e composizione in isoflavoni nel seme di soia.

Numerosi studi hanno messo in evidenza I'importateddattore “genotipico” per il
tenore in isoflavoni. Cosi per esempio (Eldridg&weolek e Tsukamoto et al.
hanno rilevato un tenore in isoflavoni da 1,16 m@g e da 0,79 a 3,5 mg/g a
seconda delle varieta. Inoltre sembra che il radigeariazione sia funzione
dell'origine dei diversi genotipi. In effetti lowdio su 8 varieta americane, e su
tre varieta giapponesi, rivela che il livello doivoni totale varia da 2,05 a 4,02
mg/g per le varieta americane e da 1,26 a 2,34 ey le varieta giapponesi.
(Whang H.J. e Murphy P.A 1994) Date le condiziavitwrali, esiste dunque una
forte variabilita nel tenore in isoflavoni. Quesiabilita sembra legarsi a certe
caratteristiche intrinseche della pianta come &dng#o la precocita. Sembra che
le varietd precoci abbiano un tenore in isoflavoréno elevato rispetto alle
varieta tardive (Kitamura et al, 1992). Il tenoneisoflavoni caratteristico di una
varieta puo essere legato anche alla sua capacigsidtenza nei confronti di
patogeni e parassiti. Cosi la forte resistenzaatgeni di certe specie potrebbe
essere dovuta al forte contenuto in daidzina e sggEna. (isoflavoni
maggiormente bioattivi).

Il potenziale genotipico inoltre € influenzato irodo marcato da fattori ambientali
(Interazione Genotipo/ambiente). La biosintesi diglflavoni, e in linea generale
la biosintesi dei composti flavonoidi sono sottmfluenza delle condizioni del

mezzo di coltivazione. Variazioni nel tenore infiaeoni per una stessa varieta,
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sono state osservate a seconda dell’annata dvazltine o delle condizioni della
coltura.(Aussenac T. e al 1998). Eldridge et Kwabskervano una variazione del
tenore da 0,46 a 1,95 mg/g per una stessa vargaiadifferenti luoghi di coltura.
Tra i parametri ambientali influenzanti il tenore isoflavoni, la temperatura
durante la fase di sviluppo sembra essere il palei Temperature elevate
tenderebbero a ridurre il tenore in isoflavonoidl notiledone.(Aussenac T. et al
1999)

La temperatura durante la crescita della piantiuenkza la durata del suo ciclo
fisiologico. Un legame significativo tra il tenoire isoflavoni del seme a maturita e
la durata dello sviluppo sembra sia stato messwiolenza

Da prove sperimentali condotte in Francia e staésgo in evidenza che si possono
avere variazioni nelle concentrazioni di isoflavoeil’ordine del 50-60% a parita
di caratterizzazione genotipica in funzione deligecenti condizioni ambientali.
Particolarmente importanti sembrano essere: laiogestdella temperatura nella
fase di germinazione e nella prima fase di svilupetia pianta, la disponibilita
idrica nell’ultima fase del ciclo (uno stress idrioell’ultima fase del periodo di
riempimento del seme comporta un abbassamentoedete in isoflavoni), la
presenza di stress relativi a danneggiamento dsutiedovuti ad esempio a stress
biotici e/o di tipo meccanico.

La risposta difensiva della pianta a stress di tipeccanico che di solito si osserva,
comporta la deposizione di sostanze fenoliche rmi@te cellulare delle cellule
danneggiate, questo meccanismo puo avvenire sotargeszie all'attivazione dei
geni che controllano la via biosintetica dei fgmibpani. La deaminazione della
fenilalanina che conduce alla sintesi della paglea@nica degli isoflavoni fa parte

della linea biosintetica dei fenil-propani. (Maffdi 1999).
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1.5 ASSIMILAZIONE DELL'AZOTO

Parte dell'azoto contenuto nella pianta deriva #isi@a presente nel terreno, assorbito
dalle radici sotto forma di ione nitrato senza disgio di energia o sotto forma di
ione ammonio con utilizzo di molecole di ATP. L'ema responsabile della
riduzione dello ione nitrico a ione ammonio € ldratdb reduttasi presente nel
citoplasma della cellula radicale. Lo ione ammoeiatra in seguito nel ciclo
dell’acido glutammico che produce nelle radici aagaa (Fig. 13) elemento base
fondamentale per la sintesi proteica. Nelle fofaenmonio trasportato attraverso il
floema entra anch’esso nel ciclo dell’'acido glutanome viene inglobato nella

molecola della glutammina (Fig. 14) un altro “magcfondamentale” per la sintesi
proteica nella pianta. (Fig. 11)

Cellula batterizzata
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Figura 10. localizzazione dei principali processiibchimici della fissazione
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Figura 11. localizzazione dei processi biochimiciiditilizzazione del’ammonio

1.6. FISSAZIONE DELL'AZOTO ATMOSFERICO

Dalla letteratura internazionale (Mosca. G. 1984)u® stimare che nella coltura di
soia sono complessivamente allocate circa 300 lagalio per ettaro. Fra queste
circa 170 kg derivano da fissazione simbiotica rananenti 130 derivano da
assimilazione radicale dell'azoto. In un avvicendato colturale che veda Il
frumento seguire a soia, si pud stimare che swabersi scarichi un effetto
residuale di circa 50 kg/ha di azoto. | residuitwalli di soia apportano infatti
circa 100 kg/ha che vengono ridotti nella loro ®&ntin modo variabile da
processi quali la denitrificazione e la percolaeig@nofonda.

Il processo di fissazione (figura 10) svolge quiandiruolo fondamentale che senza
nessun costo per 'agricoltore permette di accureutella pianta composti “di

natura nobile”.
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Il processo di fissazione avviene nella piantaaa grazie all'azione del sistema
enzimatico nitrogenasi.

Il sistema nitrogenasico comprende due tipi di mmzia nitrogenasi-reduttasi e la
Fe-Mo-co-proteina. Entrambe queste molecole acgpgsio capacita riducente in
seguito a determinate reazione biochimiche: Laogénasi-reduttasi acquista
capacita riducente in seguito all’acquisizione lditeoni derivanti dalla molecola
di ferrodossina la Fe-Mo-co-proteina acquista capadducente grazie alla
riduzione da parte della nitrogenasi reduttasi @& grado a sua volta di ridurre
'azoto atmosferico in ambiente sub-acido. Il riatd di questo biochimismo ¢ la
produzione di due molecole di ammoniaca che vengmomnoediatamente ridotte
ad ammonio. La prima parte di questo processo agwed’interno delle strutture
batteroidi della cellula vegetale batterizzata leconda parte (riduzione
dellammoniaca) avviene nel citoplasma della cellbhtterizzata. Il plastidio
della cellula batterizzata ospita invece il cicklldcido glutammico attraverso
cui 'ammonio fissato e inglobato nella glutamm{f&gura 12) La glutammina
entra nel ciclo di sintesi delle purine che portgpa una lunga serie di reazioni
alla sintesi della Xantina. Questa molecola € irtggae perché consente il
passaggio dell'azoto fissato dal sistema “noduthciade” al “sistema pianta”.

La xantina in seguito € convertita in acido uricellan cellula vegetale non
batterizzata. L’acido urico € poi trasportato satioolo endoplasmico della
cellula radicale in questo sito si ha la conversion ureidi, molecole che
fungono da trasportatori dell’azoto fissato attraweil floema fino alle parti
aeree della pianta.

La valutazione del livello di ureidi presenti nakfo consente di stimare lo stato del

processo di fissazione nella pianta.

1.6.1 Tecniche di misura dell’azoto fissato e assimilato.

E’ interessante poter determinare I'importanzatnedadelle due vie della nutrizione
azotata della soia. Esistono numerosi metodi msumesdi questi € perfetto ed € ed

dunque necessaria la comparazione dei risult&nott attraverso diverse tecniche.
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Asparagina
Glutammina

Figura 12. Glutammina Figura 13. Asparagina

Figura 13b ureide allantoina

Si possono distinguere due gruppi di metodi: ajikkure cumulative ottenute per
differenza; b) le misure istantanee delle attiem@imatiche.

| metodi per differenza sono in generale utilizzatla raccolta della coltura.
Confrontando la quantita d’azoto contenuta in usituca di soia nodulata e in una non
nodulata (non inoculata coltivata in un terreno teaante deiRizobi specifici, 0

geneticamente non nodulante), si puo otteneretima dgella quantita dell'N fissato.

Questo metodo é tuttavia falsato dal fatto che piaata non nodulata assorbe azoto

dal terreno in modo differente dalla pianta noclat
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Un altro metodo cumulativo consiste nell'utilizzdeemarcatura dell'azoto assimilato
attraverso I'isotopo natural®N. Sono disponibili due tecniche che derivano dal
medesimo principio, I'utilizzazione di un concimeiechito in *°N oppure la misura
del’abbondanza isotopica naturale if°NLa quantita di azoto fissato si ottiene per
differenza tra azoto totale e azoto assimilatolagBecnica piu precisa a condizione di
disporre di una buona pianta fissatrice di rifemboe che assorba il concime marcato
nello stesso momento e nella stessa quantita ddd slella pianta nodulata; questo
metodo cumulativo permette di determinare la qteami azoto fissato dopo un lungo

periodo di tempo cioé alla raccolta.

Esistono d’altra parte dei metodi istantanei cheneétono di rivelare delle variazioni
rapide di nutrizione azotata. Questi metodi si bassulla misura dell’attivita degli
enzimi chiave, nitrato riduttasi per I'assimilazéomell’azoto e nitrogenasi per la

fissazione o sulla misura di un prodotto specitieti’assimilazione o della fissazione.

Il nitrato ridotto € misurato a partire dalla ream.

Nitrato reduttasi Nitrito reduttasi

NO3 NO, NH4+
NADPH NADPH
FAD FAD

La prima di queste due reazioni costituisce la a@adpnitante principale
dell'assimilazione dellNO3" e dunque teoricamente possibile valutare I'attivita
reale di questo enzima dosando il nitrito prodaliwante un dato tempo da un

vegetale o da un suo campione
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La misura puo essere effettuata attraverso la rioetaal vivo (Scharff A.L. et al
2003) su frammenti di foglia o di radice, opputieaaerso il metodan vitro, su
tessuti essiccati o tramite il metomhositu su foglia 0 anche piante intera.

Nel metodain vitro le concentrazioni dei substrétiOs e NADH sono saturanti, la
quantita di nitrito formata e proporzionale allaaqgtitd di proteina nitrato
riduttasi presente nel tessuto vegetale. Si pubeastimare la capacita nitrato
riduttasica su di un estratto enzimatico ottenujpodessiccazione dei tessuti.

Il metodoin situ ha per obiettivo la misura dell’attivita reale ldehitrato riduttasi.
In questa caso, l'attivita reale della nitrato tidsi & ottenuta disponendo gli
organi vegetali al buio e in assenza di ossigersleNoglie vi € una buona
correlazione tra questa misura di attivita nitnédioittasica e la quantita di nitrato
realmente ridotto, stimata utilizzando™NOs. In queste condizioni la misura
dell’attivita dipende strettamente dalla disporit@iin substrati (N@ e NADH)
al sito attivo dell’enzima.

La fissazione dellazoto puO essere stimata attsavda misura dell’attivita
nitrogenasica, grazie ad una proprieta originalgueisto enzima: la sua capacia

di ridurre non solamente I'azoto ad ammoniaca nthaliacetilene ad etilene.

N, + 8H + 8¢ | —  2NH+ H

CoHy + 2H + 26 —— GH,

by

Ora quest'ultimo gas, l'etilene, € molto facile aisamarsi con il metodo
cromatografico in fase gassosa. La misura delligtiriduttrice dell’acetilene
(ARA test) puo essere effettuata sui noduli aspiodalla pianta, sul sistema
radicale rinserrato in un flacone o su pianta ater

Quest’ultimo metodo e particolarmente interessaetehé permette di lavorare in
campo, disturbando al minimo la fisiologia dellarmga. Un cilindro di plastica o
di metallo viene interrato e contornato da numesadge piante di soia. Un film

di copertura della suoerfice del terreno € posthiasura del sistema, I'acetilene
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e iniettato al di sotto di detto film attraverso wicino che permette anche il
prelievo di campioni di etilene una volta che aifeirmato.

Un altro metodo di misura della fissazione si bsadéa proprieta delle piante della
Tribu Phaseoleagtra cui la soia, di tasportare I'azoto fissatseezialmente
sotto forma di ureidi (allantoina, acido allantgicquesti composti restano per
contro ad una concentrazione molto bassa nella lgg la pianta assorbe il
nitrato.(Van Berkum P et al 1985)

Vi &€ una buona correlazione tra attivita fissatectenore in ureidi (Herridge et al.,
1982) .(David F. et al., 1990)

Nella linfa durante i primi 60-80 giorni dall'iniaidel ciclo vegetativo della pianta.
La misura puo essere effettuata sulla linfa che dalungo il fusto di una pianta
sezionata a livello del colletto o sulla linfa prate sulle parti aeree estraendola
con una pompa da vuoto.

Il metodo istantaneo di riferimento, utilizzabilelamente in laboratorio, consiste
nel collocare I'apparato radicale in una atmosterachita di*®N, per un breve

periodo di tempo.

| metodi cumulativi sono interessanti per conosdklalancio a fine coltura; i
metodi istantanei sono utili invece per determid@anéuenza immediata di un
trattamento sugli enzimi chiave della nutrizionetara della soia. Inoltre vi
una buona correlazione tra le misure di fissaziottenute mediante’N e i
valori settimanali cumulati di riduzione dell’adene.

| metodi che sembrano piu rispondenti alle esigatetdavoro di ricerca in esame
sono:

1) I metodo di stima delle ureidi: questa procedoonsente di stimare lo stato del
processo di fissazione nella pianta. Nel lavoro riderca in esame tale
rendicontazione sara utilizzata per valutare |wdfedi diversi trattamenti
agronomici nei genotipi identificati come piu perf@nti relativamente al livello
della proteina e alla produzione di sostanze detabméismo secondario:

Isoflavoni.
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1.6.2 Proteine

Le proteine vegetali sono i composti in cui vienecsato I'azoto inglobato nella
pianta. In soia il contenuto proteico del seme liasd¢ra il 35 e il 45%. La
proteina si accumula nei vacuoli del parenchimaeztinare ed € composta da
due diverse subunita: le glicinine piu leggere egpe in aminoacidi solforati e le
conglicine piu pesanti e normalmente meno abbondardarieta diverse
presentano nella proteina rapporti diversi, trastgidiverse subunita e il rapporto
differente induce un differente tipo di utilizzog @sempio la prevalenza di
subunita leggere rende la materia prima proteitaapiatta ad ottenere derivati
liquidi (in cui la proteina & in soluzione), la pemza di sub unita pesanti
favorisce la gelificazione e quindi I'ottenimentopdodotti derivati di tipo solido.
Anche il contenuto in amminoacidi essenziali pudees discriminante, ad
esempio sul tipo di utilizzo nel settore manginaisti

La caratterizzazione delle varieta secondo la tuplioteica & un aspetto che non viene
considerato attualmente nei nostri mercati, dovgrémella di soia come prodotto

indifferenziato spunta prezzi di mercato molto bass

1.6.2.1 TENORE E COMPOSIZIONE IN PROTEINE NEL SEME DI SOIA.
Da un punto di vista fisiologico, il tenore in peote del seme é condizionato dalla

qualita del trasferimento dell'azoto fissato neaghinoacidi (ad es. Asparagina,
Glutamina) e/o nelle ureidi (allantoina) verso Hlde cotiledonari del seme.
Questo trasferimento coinvolge tre fenomeni,

- La rimobilizzazione dell'azoto dai fusti e dallegf® sotto forma di composti
organici.

- La fissazione dell’azoto derivante dalla simbiognpabradyrhizobium(puo
prolungarsi pil 0 meno nel corso del ciclo ripribido).

- L’assorbimento tardivo dell’azoto nitrico dal sugla seconda via di nutrizione

azotata della soia).
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Le differenze nel tenore proteico osservate spessle cultivar sono dovute a dei
fattori di ordine puramente genotipico e all'intecme della pianta con il suo

ambiente di coltura.

1.6.2.2 Effetto del regime idrico
In tema di rifornimento idrico, sembra che la natdegli apporti sia capitale, dato
che una applicazione tardiva dellirrigazione (eonregime che soddisfa il 70%
dei fabbisogni totali) influisce positivamente sethore finale in proteine in tutti i
tipi di suolo e per tutti i genotipi studiati. (Dadé J. 1994) e (Bouniol A. et al.
1994)

1.6.2 3 Effetto della temperatura

Il processo di traslocazione dell’azoto fissatsimtture organiche (aminoacidi e/o
ureidi) nelle cellule ad attivo accumulo proteicel deme € dipendente anche
dalla temperatura. L'accumulo di elevate tempeeatdiurante la fase di
riempimento del seme, (in assenza di stress idrpp@duce degli effetti
significativamente positivi sulla sintesi di prateie sul rendimento in proteina
della granella.

La scelta varietale e quindi il peso dei fattornggpici, € la piu importante ai fini
dell'ottenimento di elevate rese proteiche, anahe @i una certa rilevanza per
questo scopo la realizzazione di protocolli coliusppropriati. E fondamentale
che le varieta scelte siano ben adattate al luagmltivazione (precocita del
genotipo e rispetto dei periodi di semina consig)iaviolto importante é inoltre
la gestione dell’irrigazione (apporti tardivi mmltaccomandati). Queste pratiche

sono chiaramente note, ma ancora scarsamente mgsséca.

Il tenore in proteine del seme (Figura 14) € ummeleto chiave per l'industria
agroalimentare. Il tenore globale in proteine ceimha tutte le voci di
trasformazione: valore del panello dopo I'estragiodell’olio, qualita del
mangime ottenuto da cottura del seme intero (Tipestrusione), qualita dei
prodotti di prima trasformazione destinati all’aglimmentare. Per questi ultimi
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anche la qualita delle proteine e essenziale.vélld di qualita del soyfood
dipende dalle differenti proprieta della materiamar (granella) in funzione dei
tipi di prodotti finali considerati. Nel caso dainyu (latte di soia) e, in linea
generale per tutte le bevande a base di soia, #ita@guunzionali, come le
proprieta di solubilizzazione delle proteine, sdagiu importanti. Per quanto
riguarda il tofu (formaggio di soia) e i suoi dexivmolta attenzione deve essere
prestata alla capacita di coagulazione delle pretein linea generale la
composizione della frazione proteica condizionaumerose proprieta funzionali
del seme di soia. Di conseguenza la conoscenzadiéftrenti frazioni proteiche
del seme risulta essere molto importante ai finkadealorizzazione di un

determinato tipo di granella.

1.6.2.4 Frazioni proteiche del seme.

Dopo la dissoluzione con l'acqua e l'ultracentrdagne, le proteine di soia
possono essere separate in 4 frazioni carattérgstia funzione dei coefficienti
di sedimentazione: 2S, 7S, 11S, 15S. (Cheftel U&ueent D. 1985)

Nel seme le frazioni 11S e 7S possono rappresedtdrg0 al 75% della totalita
delle proteine. Le globuline costituiscono la maggyarte delle frazioni 7S e
11S.

Sono distinte in:

- frazione 7S: lap-conglycina (fino a 35% delle proteine del semek ch
comprendono tre sottounita a carattere agidd., ep;

- frazione 11S: la glicinina & costituita di dodi@tt®unita, in maggioranza
idrofobe, sei a carattere acido e sei a carat@&sedb.

La frazione 7S é particolarmente povera in amirthasolforati (i soli deficitari
nelle proteine di soia), non contiene cysteina sua subunit® non contiene
neanche metionina.

La frazione 11S é invece ricca in zolfo ( 3-4 voitecontenuto in aminoacidi

solforati, rispetto alla frazione 7S).
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L’ottimizzazione del rapporto tra proteine 7S e El&n parametro che discrimina il

tipo di utilizzo che avra la granella di soia. (fantofu).
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Figura 15. le frazioni 7S piu legere prime tre
linee elettroforetiche a partire dall’alto e le
proteine 11S piu pesanti ultime tre linee

Figura 14. riempimento dei vacuoli delle
cellule del cotiledone con proteine di risel

1.6.2.5 Miglioramento del tenore in proteine

E conveniente definire preliminarmente quali sanodratteristiche biochimiche piu
consone ai diversi tipi di soyfood.

Per le bevande a base di soia, la qualita delléi guaoprattutto funzione della
solubilitd delle proteine, deve essere massimizietguantita dei composti di
basso peso molecolare. Inoltre la frazione prot&iBasi caratterizza per delle

proprieta ipocolesterolemizzanti.(Lovati M.L. et1&91)
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L’accrescimento del tenore in proteine del tipo 148nbra dunque in questo caso,
in tutto auspicabile sia da un punto di vista dieteche tecnologico.

Inoltre la stabilita del tofu (formaggio di soia)molto influenzata dal rapporto
percentuale 7S/11S della granella di soia.(Sku@ay al 1980)

Un forte tenore in proteine del tipo 11S sareblspaeasabile di un gel piu stabile
(Snyder H.E. et al 1987) quest’ultimo obiettivoaggiungibile seguendo metodi
di selezione tradizionale delle varieta. Combinalikee a basso tenore o private
di certe subunita della frazione 11S con del maleenmigliorato di ricercatori
giapponesi e canadesi si sono ottenute delle licee presentano delle
proporzioni 7S/11S molto variabili con conseguatitierse “vocazioni” nella
produzione dei soyfoods .

L’ingegneria genetica € molto efficacemente utdizzda grandi gruppi (Dupont)
per modificare il rapporto 7S/11S. (Wilcox J.R. &idney A.J. 1999)

Sembra che anche i fattori ambientali condizionincapporto 7S/11S e sembra
inoltre che le frazioni 7S si accumulino in modtat@amente tardivo durante il
corso della maturazione. Di qui la possibilita dddulare la lunghezza del ciclo
di sviluppo al fine di ottenere la composizionetpicta ottimale. Per esempio il
tenore in proteine 7s sarebbe piu importante quéadoanella e raccolta ad uno

stato avanzato della sua maturazione.

1.7 Importanza dei prodotti a base di soia

Sin dagli anni 60 i prodotti derivati dalla di s@ano stati usati come ingredienti in
diversi tipi di generi alimentari disponibili per ¢gonsumatori. La storia delle
Agroscienze in questi ultimi anni ci ha consegratiture cerealicole in grado fornire
fonti caloriche di qualita ed economicamente come@n La soia in un’ottica di
incremento della popolazione mondiale pud considerasupplemento proteico ai
cereali piu immediato. | prodotti a base di progeth soia sono una ideale fonte di

approvvigionamento per alcuni degli amminoacidi ispensabili usati come
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complemento alle proteine dei cereali. Attualmelaeproteina di soia & la piu
versatile rispetto a tutte le altre forme di progeiconsiderate nei programmi di
nutrizione mondiali e rappresenta una fonte pratelc elevato valore biologico a
basso costo.

Negli Stati Uniti dei segmenti dell'industria alim@re si sono specializzati nella
produzione di alimenti contenenti proteina vegetllprogresso nella tecnologia di
produzione di integratori a base di soia ha permé&sstenimento di prodotti che
possiedono funzioni diverse: emulsionanti, legargirutturanti. 1l successo
nell’utilizzo di questi composti vegetali € credoiun ragione del loro basso costo.
L’elevato valore nutrizionale dei prodotti contetieproteina di soia e stato
recentemente riconosciuto dalla US Food Amministnat dalla US Drug

Amministration e dall’'lUSDA (School Lunch Program).

1.7.1 Definizioni e metodi di preparazione

La pianta di soya (Glicine max) appartiene alla itdia delle leguminose. Essa,
come visto precedentemente, e in grado di utilzzBazoto atmosferico
attraverso una simbiosi batterica che avviene apgdarato radicale. Dopo la
rimozione del tegumento e dell’'olio dalla granaleha un prodotto denominato
come “fiocchi sgrassati” (o disoleati), questi d@osscono la materia base da cui
si ottiene la maggior parte dei derivati proteieila soia.

| fiocchi disoleati hanno un contenuto di protethairca il 50%.
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Diet:

Protein source: SPC  (Casein
Item Sovhulls, %: 0 0
| ]
n 13 12
Nitrogen 89.0 100.3
Amino acids
Indizpens=able
Arginine 94.9  100.3
Histidine 88.0 100.3
Isoleucine 91.6 100.1
Leucine 87.6 100.2
Lysine 88.4  100.3
Methionine 90.9 100.3
Phenvlalanine 89.3 100.2
Threonine 84.2 99.9
Tryptophan 87.3 100.1
Valine 87.9 100.1
Dispensabla
Alanine 85.5 100.3
Agpartic acid 85.4  100.2
vstine 81.1 100.2
Glutamie acid 90.9 100.3
Glycine 83.1  100.3
Proline 115.2  103.0
Serine 91.2 100.1
Tyrosine 91.8 100.3

Tabella 3 Digeribilita degli aminoacidi di soia paagonati a quelli

della caseina(FAO 2002)

44



Aminoacidi essenziali FAOMNHOD
2.5 | 10-12 | adulti | Defatted flour fgrits [Concentrati] |solati
mg iy proteing

Hiz 19 19 16 76 25 75
lso 28 28 13 45 45 49
Leu BG 44 19 75 79 g2
Lys 55 44 16 B4 54 B4
Met+cys 25 22 17 76 78 26
Phert Ty B3 22 19 55 89 oz
Thr 54 78 g 59 45 3
Try 11 g 5 14 16 14
Wal 35 25 13 45 50 50

Tabella 4. contento di aminoacidi esenziali d alcurmerivati alimentari di soia

La granella che entra nel processo di lavoraziosel@zionata al fine di rimuovere i
bacelli danneggiati e il materiale estraneo.

L'olio viene estratto mediante un solvente (esanoyno dei numerosi possibili
sistemi di estrazione controcorrente. Avvenutadaleazione il prodotto lascia
I'estrattore e ogni residuo di esano viene rimogamite calore e trattamento
sotto vuoto.

| derivati della soia possono essere classificatitrie grandi gruppi. Questa
suddivisione e basata sul contenuto di proteingpcigevariare dal 40% a piu del
90%. Tutti e tre i fondamentali derivati della s¢excetto la farina estrusa- e
parzialmente disoleata) sono derivati da fiocchotiati e sono:

- Farina di soia

- Tritume di soia

- Concentrati proteici

- Isolati proteici.

Concettualmente la farina oleosa € la granellauia cstato tolto il tegumento, la
farina parzialmente disoleata si ottiene dalla mazione della granella da cui
stato tolto il tegumento e parte dell'olio. La faidisoleata e ottenuta come le

precedenti ma I'olio e totalmente estratto. | coricai proteici si ottengono dalla
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farina disoleata da cui sono stati rimossi, zudclaequa ed/o alcohol, gli isolati
si ottengono dalla farina disoleata per rimozioneudcheri, materiali solubili in

acqua, fibre dei cotiledoni. Esistono anche pradi@tizionali basati su tecniche
di lavorazione orientale che utilizzano il fagiolotero come materiale di

partenza per la lavorazione successiva.

1.7.2 Farina e tritume di soia

La farina e il tritume di soia vengono prodotte peturazione e vagliatura dei
fiocchi di soia prima o dopo aver rimosso l'olibldro contenuto proteico varia
dal 40 al 54%. Questi due prodotti rappresentariorfaa di lavorazione minima
della proteina di soia ed hanno caratteristiche pdssono variare nel contenuto
in olio, nella dimensione dei grani, nel grado @ittamento termico. Farina e
tritume sono prodotti anche in forme rioleate dtieate. Il grado di trattamento
termico crea vari livelli di dispersibilita dell'goa e di qualitd dell’attivita

enzimatica caratteristiche da usare in diversidig@ittivita enzimatica.

1.7.3 Farine di soia parzialmente disoleate “Extruded Expelled”

L’Extruded-Expelled € un processo relativamente vouoper rimuovere
meccanicamente I'olio dalla soia: Nel processo dirusione, la granella
opportunamente macinata e detegumentata per aspgaziene convogliata in un
miscelatore riscaldato dove viti rotanti omogenairz il prodotto. La massa cosi
trattata viene poi schiacciata con delle viti spitgci in modo da far fuoriuscire
rolio. Il processo elimina alcuni tipi di macchinari cemgli essiccatori in corrente di
vapore e i condizionatori. Il processo migliorasti@zione dell'olio rispetto ad un
semplice schiacciamento meccanico del seme engifiuso di solventi organici.
Mangime a basso contenuto di olio, alto contenutrdteina e con elevato
contenuto calorico e l'ideale per la nutrizione tektiame da latte. Gli alimenti
extruded-expelled “E-E meal” risultano avere unargia digeribile e disponibilita
di aminoacidi piu alta rispetto ai prodotti otteimla estrazione con solvente.(Joseph
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J.E., 2001) Questo processo € particolarmenteesgante per i produttori di
alimenti “naturali”. Dal processo € possibile otem farina parzialmente disoleata
con un indice di dispersione della proteina chéavda 12-69 e un con un contenuto

residuo di olio (4,5 — 13%) aggiustando alcuni pati durante il processo stesso.

1.7.4 Farina di soia testurizzata “Textured Soy Flour”

E anche conosciuta come TSP (Textured Soy ProteifiyP (Textured Vegetable
Protein).La farina di soia e ottenuta sia mediante una gstne con vite singola sia
mediante estrusione con vite doppia per impartitgla struttura fibrosa p piu
grossolana. Questi derivati sono usati come ingreédalimentari.

| TSP una volta idratati sono frequentemente fa#somigliare in struttura ed

apparenza alla carne di manzo, di maiale, ai fdittnare o al pollo.

1.7.5 Concentrati

Sono preparati dalla soia disoleata e priva duregnto per rimozione della
maggior parte dei costituenti non proteici solubsiliacqua. Contengono almeno

il 65% di proteina (N*6,25). | concentrati di sos®no prodotti mediante tre
metodi fondamentali:

1) Estrazione acida (a pH 4,5)

2) Estrazione con acqua e alcohol (60-90%)

3) Denaturazione della proteina con vapore, estrazaneessiva con acqua.

Il concentrato di proteina di soia ha una bassabddh, per questo viene trattato
termicamente (steam injection o jet cooking) e raew lavorazione meccanica
(omogeneizzazione) per incrementarne la solubiktala funzionalita. |l
concentrato che ha subito un trattamento meccapiende il nome di
concentrato funzionale.
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1.7.6 Concentrati di proteina testurizzati

| concentrati testurizzati sono ottenuti da un ewmtiato tradizionale o da
concentrati ottenuti per estrazione acida, la laxomne pud avvenire mediante
macchine a vite singola o doppia. Frequentemergstgprodotti assomigliano in

struttura ed apparenza alla carne di manzo, dileyaafrutti di mare o al pollo.

1.7.7 Isolati proteici

Gli isolati proteici sono i piu raffinati derivatdella soia commercialmente
disponibili. Sono preparati dalla granella detegntae e disoleata dopo
rimozione di tutti i composti non proteici come rrago nella tabella 1. Questi
prodotti hanno un contenuto di proteina superido@0&o (N x 6,25) su una base
a umidita libera.

1.7.8 Soy Foods e ingredienti alimentari

Gli idrolizzati parziali di proteina di soia, sorpyodotti ottenuti dalla digestione
tramite enzimi proteolitici (peptidasi di animatiante o batteri) come pepsina,
papaina o bromelaina il peso delle proteine vaeda3800 a 5000 dalton. La
riduzione del peso molecolare migliora le propridtadospensione e la solubilita
acida.

La proteina totalmente idrolizzata usata come a&gardmatico puo essere preparata
dal tritume di soia per idrolisi acida. Un certonmero di enzimi e disponibile
come agenti aromatizzanti.

| soy food orientali sono prodotti ottenuti siafdamentazione che non e sono parte
della dieta giornaliera in piu aree del mondo. Bttidcome la salsa di soia

(shoyu), il formaggio di soya (tofu) e il tempehimlamente sono diventati piu
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popolari anche negli Stati uniti e in Europa. Legarazione e I'uso di questi soy
food e descritta nella tabella 5

Studi effettuati sugli animali e sugli uomini hanmmstrato come i prodotti a base
di soia siano un’eccellente fonte proteica. In nowe applicazioni alimentari la
proteina di soia non € usata come unica fonte joantena in combinazione con
altre proteine. Piu studi hanno mostrato come dégma di soia migliori il valore

nutrizionale degli alimenti specialmente quandoognlsinata con i cereali piu
diffusi.

1.8 COMPOSIZIONE AMINOACIDICA

| fabbisogni proteici nella dieta umana non rigaera solo la proteina in se ma
soprattutto uno specifico apporto di aminoacidieeg&li per la crescita |l
mantenimento o il lavoro fisico. Il “set” di aminadi presenti nella proteina di

soia € uno dei i piu completi fra tutte le fonti mhoteine vegetali ed € molto simile
(eccezione fatta per gli aminoacidi solforati adrastionina) al “set” di aminoacidi
derivanti da fonti animali. Le proteine della sgassono inoltre migliorare la
gualita nutrizionali di altre proteine vegetali. Amacidi che sono limitati in altre
fonti vegetali possono essere presenti in eccesla proteina (Bodwell, C.E., and
Hopkins, D.T., 1985)

di soia. Ad esempio i prodotti a base di protein@ada contengono un livello di
lisina che eccede le esigenze umane, i prodotéise bli soia sono un eccellente

correttivo del contenuto di lisina di cereali cothmais o il frumento.

Numerosi studi hanno stabilito i valori nutrizionalella proteina di soia in
combinazione con altri alimenti proteici con o senaggiunta di aminoacidi
essenziali.
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Tipo

Preparazione

Uso

Farina oleosa
(40% proteina)

Detegumentazione, | cotiledoni sono ridotti roduzione affermata in

una grandezza specifica. Setaccio n°100 U Buropa

Standard Screen size.

e in Asig

nell’industria dei prodott
soggetti a cottura e per

produzione del latte di soial.

Farina ad elevato
contenuto di enzimi
(52-54% proteina)

Prodotta da fiocchi disoleati, subisce

trattamento termico minimo. Elevato NS

(indice solubilita dell'azoto in ambientecolore

basico)

umcrementa la tolleranza al

Imiscibilita e schiarisce i

negli impasti

preparazione di concentrgt

funzionali ed isolati

Farina disoleata
(52-54% proteina)

Macinazione fina i grani passano attraverséari usi che richiedono un

un setaccio n°100 U.S. Standard Screen g

Trattamento termico ad umidita controllg

usato per ottenere il “bianco”NSI 85-90

gradi
“Cooked”: NSI 20-60 gradi
“Toasted”: NSI<20 gradi

idzargo range di solubilita

tproteica

Tritume disoleato
(52-54% proteina)

La grandezza dei grani & vagliata tra il n°1
il n°80

DA&limenti a base di carne

macinata, e prodotti d

panetteria.

Fiocchi lecitinati

Lecitina o oli vegetali sono combinati cq
fiocchi disoleati (0.5-30%)

rAumenta la dispersibilita
dell'acqua e la capacita di
emulsificazione
nell’applicazioni in prodotti

soggetti a cottura

1.8.1 Proteine

Da indagini

statistiche € stato

riscontrato chenclilenza delle malattie

cardiovascolari (come I'arteriosclerosi) € minoe paesi orientali (per esempio

Tabella. 5 - Preparazione e uso della farina di sai
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Isolati Proteici

La proteina €& estratta dai fiocchisoia
disoleati non trattati termicamente.

Il trattamento ¢ effettuato tramite acqua
alcali deboli, in un range di pH tra 8 e

seguita da una centrifugazione [

rimuovere le fibre insolubili residue

successivamente con un trattame

dell'estratto ottenuto a pH 4.5 si ha

coagulazione della maggior parte (

precipitati  proteici sotto forma

agglomerati che vengono separn

mediante centrifugazione dag
oligosaccaridi solubili. Segue un lavagg
multiplo e da essiccazione in corrente
ottiene un isolato
Normalmente lo si neutralizza con Na

K* per migliorarne la solubilita.

isoelettrico.

Formule  per
applicazioni nutrizionali.
ddrodotti di caseificio

richiedong

Applicazioni  che

necqua e olio,

lproprieta plastiche e adesivanti.
leCibi vegetali.

[
ati
li
io

Si

Tabella. 5 - Preparazione e uso della farina di sai

Tabella. 6 Principali tipi di Soyfood-

neonati ed

a@mulsificazione ed emulsione

;stabilizzazione, assorbimento (di

Tipo

Preparazione

Uso

Latte di soia

Estratto acquoso

intera

di soldtilizzato come il lattg

Tofu (formaggio di soia)

Prodotto dalla coag
del latte di soia. |l
Proteina, 3.5%

(56% proteina) e stagi

olio.

essere congelato, essiccatonbiente

ulagobltilizzato come il latte

Tofu o il formaggio.

contiene 1'88% di acqua, 6%6°ud essere conserva

Puta temperaturg

per 6-1

onataomesi

NJ b

Tempeh

Composto di
da

Orizae (contenuto p

fermentato

Rhizopus

soia cott@ucina indonesiana

roteigo
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circa del 20%) su base
umida. Se essiccato ha un

contenuto proteico del 50%

Miso Ottenuto dallaBase per zuppe
fermentazione condimento
Di un substrato di soia cotta

tramite Aspergillus Orizae

Salsa di soia Prodotta dalla fermentazipAeomatizzante
di una combinazione di soja
e cereali (usualmente grano

tenero).

HVP (hydrolized vegetableldrolisi acida e/o enzimaticegAromatizzante
protein) di tritume di soia

Proteine Battute Idrolisi parziali con enzimi  Comsufresco

Tabella. 6 Principali tipi di Soyfood-

(Giappone) che non in occidente. La differenza nejime alimentare e piu
particolarmente nel consumo di prodotti a baseodi potrebbe spiegare (almeno in
parte) questa differenza. Diversi composti present@roprieta suscettibili di
prevenire malattie cardiovascolari. Carrol ha messo evidenza [l'attivita
ipocolesterolemica nel ratto, nel criceto e nelihvm

Una forte colesterolemia, e in particolare un foeteore in LDL (low density lypoprotein),

trasportatori di colesterolo, sono considerati caaee fattori aggravanti il rischio di

malattie cardiovascolari. In linea generale la cosiaone in acidi amminici del bolo

alimentare potrebbe influenzare la colesterolefsgametionina e la cisteina sembrano
ipercolesterolemizzanti come l'arginina . Le progeidelle leguminose e della soia in
particolare sono molto eterogenee dal punto diavidélla composizione in acidi
amminici di differenti frazioni proteiche (2S, 78S, 15S)e sono di conseguenza, state
studiate separatamente.

Delle differenze a livello dellattivita ipocolestdemica sono state osservate tra le

differenti proteine. Cosi le proteine 7S e parficolente la subunita 3 (conglicine)
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sono piu attive rispetto alle proteine 11S (Gliog)i a livello dell’attivazione dei
recettori LDL. In effetti sembra che [l'attivita ipolesterolemica degli estratti
proteici di soia sia legata all'attivita di recettomplicati nel catabolismo del

colesterolo di tipo LDL.

1.8 2 Inibitori della digestione

In soia sono studiati anche altri composti che bann effetto negativo sul
metabolismo: gli inibitori della tripsina e chimipisina: inibitori di Kunitz e
Bowman Birk. (figura 16)

Queste sostanze sono presenti nel seme di sdiggimee e nel cotiledone) nonché
in tutti i prodotti di lavorazione della sementeepedentemente illustrati (gli
inibitori di Kunitz e Bowman Birk vengono denatunaér trattamento)

(figura 17)

Nella soia consumata senza cottura causano unawdiane dell’attivita delle
proteasi a serina. (Tabella 7)

| semi di tutte le piante contengono numerose pretattive biologicamente che
hanno diverse funzioni tra cui la difesa da paskadpianta contro I'attacco di
patogeni tra questi fattori € possibile annoverareimi idrolitici, enzimi
inibitori, proteine e cellule killer. La classificeoni degli enzimi che inibiscono
I'idrolisi proteica comprendono sia gli inibitoriele amilasi che gliminibitori
delle proteasi.

Questi ultimi composti sono denominati compostiiraritizionali per la loro
proprieta di diminuire I'efficienza del processa@elstivo sia negli animali che
nell'uomo.

Diversi composti antinutrizionali sono stati re@mente oggetto di studio per le
loro proprieta in ambito medico, farmacologicoosmetico

Somministrazioni allo 0,5% nella dieta dell'Inibieodi Bowman Birk concentrato
(BBIC) hanno ridotto del 42-50% la comparsa di tamon topi con

predisposizione autosomica a neoplasie dellinmesti
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(Kennedy AR, Beazer-Barclay Y, Kinzler KW, NewberfM. Kobayashi H,

Suzuki M, Kanayama N, Terao T).

Sequenza: inibitore kunitz
DFVLDNEGNPLENGGTYYILSDITAF
GGIRAAPTGNERCPLTYVVQSRNELD
EGIGTIISSFYRIEFIAEGHPLSLEFD
SFAVIMLCVGIPTEWSYVEDLPEGE
AVEKIGENEDAMDGWEFRLEERVSddEF
NNYKELVFCPQQaeDdK CGDIGISIDH
DDGTRRLYVSENEPLYVOQFQKLDke
sl Peso molecolare: 20 kDa

sequenza inibitore Bowman Birk
DDESSKPCCDQCACTESNPPQC
RCSDMBELNSCHSACKSCICALS
YPAQUCFCVDITDFCYEPCEPSE
DDEKEN

PML: T EDa

Figura 16. inibitori della digestione struttura quaternaria.

L’applicazione di una soluzione all’l% di BBIC, ®lte alla settimana é stata

altamente efficace nel sopprimere la carcinogepesie indotta con dimetil-

benzantracene in animali da laboratorio (Kennedy, &R al LC), Ulteriori

risultati positivi sono stati ottenuti in umana easi di Leucoplachia (tumore del

cavo orale) e hanno mostrato come I'impiego debiiore di Bowman Birk sia

in grado di prevenire la comparsa nel circolo saygu di proteine

potenzialmente cancerogene. (Wan XS, Meyskens FArgrstrong WB, et al.).

In particolare l'inibitore di Kunitz si e dimostmtin grado di bloccare in vitro le

trasformazioni cellulari indotte dal carcinoma.

| principali inibitori della digestione presentilrsme di soia (Bowman Birk e Kunitz)

sono conosciuti fin dal 1960.

inibitore di Kunit2 stato recentemente

riconsiderato come fattore chemio preventivo, ehanper altre applicazioni
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biomediche come la crescita dei capelli e del gsadali colorazione degli stessi.
E’ una proteina di 20,1 Kda la cui sequenza e sidémtificata da Koid e
collaboratori nel 1973, contiene quattro residucidieina che formano due legami
disulfide, sono stati descritti dettagliatamenteitoforme dell’inibitore di kunitz e

la struttura tridimensionale & conosciuta

1.8.3 Le proteasi a serina

Le proteasi sono enzimi che catalizano I' idrotisilegami peptidici. Leserin
proteasi sono una classe di proteasi il cui meccanismditedae basato sulla
presenza nel sito attivo di un residuo di serfyapartengono a questa clasae
tripsina, la chimotripsina, I' elastasi, la trombina, la subtilisina, la phasa etc.
Chimotripsina e tripsina sono proteasi digestive sintetizzate in forma di
zimogeninattivi nel pancreas ed attivate nell' intestiloogpera di altre proteasi.
Entrambe sono dellendopeptidas( idrolizzano i legami peptidici interni della

proteina, dando origine a frammenti piu corti).

La chimotripsina scinde in primo luogo i legami peptidici interm icui gli
aminoacidi aromaticifenilalaning tirosina o triptofano impegnano il loro
carbossile; in seguito scinde con minor efficienlgami in cui siano presenti la
leucina o la metionina.Molto meno suscettibili di idrolisi sono i leganm tui
sono impegnate Isoleucinae lavalina. Di fatto una proteina idrolizzata dalla
chimotripsina da origine in primo luogo a peptidncgli aminoacidi Phe, Tyr e
Trp in posizione C-terminale; in un secondo temp&osmano peptidi con C-
terminali Leu e Met. Solo piu lentamente appaiam@asizione C-terminale sia

lleu, Val e tutti gli altri aminoacidi.

La tripsina possiede una diversa specificita di substratoa essnde i legami
polipeptidici in cui gli aminoacidilisina ed arginina impegnano il loro
carbossile. Entrambi questi aminoacidi posseggop#l disiologico una carica

positiva sulla loro catena laterale.
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Sia la chimotripsina che la tripsina sono protgjledulari aventi una cosidetta tasca
idrofobica. Nella tasca idrofobica della chimoti@s completamente ricoperta
da residui di aminoacidi apolari, trova alloggio ¢atena idrofobica della

fenilalanina, della tirosina o del triptofano.

Le serin proteasi sono cosi denominate perchésidu@ di serina € responsabile dell'

attacco nucleofilo al carbonile del legame peptidic

Figura 17. azione dII' inibitore di Bowman Birk (immagini a sinistra) e di kunitz (immagini
adestra) sul sito attivo della tripsina.
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Attivita anti-tripsina degli inibitori naturali

Con 2 pg di inibitore per 1 pg di tripsina umana,
la percentuale di inibizicne della tripsina umana &:

Inibitore della tripsina bovina < 10%
Cwvormucoide di uovo di gallina < 10%
Soia "AA" < 10%
Piselli secchi 35%
Soia 68%
Fagioli T0%
Fagiol bianchi T2%
Ovormucoide di uovo di quaglia T6%
Imibitore di Kunitz J%

Tabella 7. attivita antitripsina degli inibitori di Kunitz e Bowman Birk. (da Medi. Biol. 2005)

1.8.4 Lectine ( emoglutinine)

Le lectine sono un altro tipo di fattore antinutizale della soia. si tratta di Proteine
che si combinano con gli oligosaccaridi e i glipali delle membrane cellulari
(Fig. 17.1) nella mucosa gastrica ed intestinalstaamlando in tal modo
'assorbimento dei nutrienti. Le lectine si leganoltre alle cellule del sangue
determinando agglutinazione delle emazie. Ritrowidali antinutrizionali nelle
leguminose in particolare nel fagiolo, pisello, ss@ fava. Le lectine sono

termolabili.
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2 Scopo del lavoro

Il presente lavoro € stato impostato allo scopovalutare I'effetto di alcune
variabili agronomiche sulla qualita e sulla quantli isoflavoni prodotti dal
seme di soia, nonché sul contenuto di proteinae Babpo € stato dettato
dall'esigenza di individuare le varieta di soialsujuali applicare delle linee
guida per la coltivazione che permettano di ottzare il contenuto di molecole

bioattive nel seme.

Le variabili prese in considerazione nello studatialfisiologia degli isoflavoni in

soia vengono cosi sintetizzate:

Fattori varieta e annata per la produzione di &afhi
Fattore “tipologia di coltivazione”biologico/conveonale,
Siti di produzione all'interno del seme (cotiledpeenbrione)

Siti di produzione nella pianta

a r w0 b

Fattori irrigazione, concimazione su differentiiea.

Le caratteristiche oggetto di stima e misura inv&m®o riportate come segue:

a. Valutazione del rapporto tra efficienza della f@eae azotata e la propensione
a produrre isoflavoni.

b. Analisi morfofisiologica dei noduli radicali

c. Analisi delle ureidi fogliari nel corso del ciclegetativo

d. Analisi delle ureidi dei noduli nel momento di miass incremento della loro
attivita

e. Analisi dell'architettura dell’apparato radicale.

f. Fattore tipo di terreno.

g. Analisi dell'intensita di colorazione dell’ilo.
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3 Materiali e metodi

3.1 PROVA VARIETALE

Nel triennio 2005-07 sono state allestite due priveonfronto varietale condotte
parallelamente secondo due diversi tipologie diticatione, coltivazione

“biologica e convenzionale”.

H'IEI'Ia nrg

A2 AN

Fiove
di Saceo i

i T e

Pozzoveggiani.
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La prova convenzionale & sempre stata eseguitacalita Legnaro mentre la
prova biologica e stata allestita in localitdh Pozggiani, entrambe presso
I'Azienda Agraria Sperimentale dell’'Universita dadfova..

Le localita distano circa km 4 in linea d’aria ensccaratterizzate da suoli di tipo
diverso (figura 18) (ARPAYV, da carta dei suoli ¥@neto, scala 1:250.000).

In localita Legnaro e presente un terreno, di Bge.4.4 (Fig 21) con orizzonte Ap-
Bw-Cg con tessitura media di tipo FL (franco limpshsuolo risulta profondo,
con calcare totale superiore al 40% reazione saligéc ph 8,1 e falda
sottosuperficiale a 150 cm. il drenaggio € consitbedalla classificazione di
tipo mediocre.

Dalle analisi del terreno si sono ottenuti i paraimvevidenziati nella tabella 8.

Parametro Valore
pH 8,04
S.O. 1,51%
N tot 0,1%
C/N 8,88
P assimilabile| 35,15 ppm
P tot 770 ppm

K scambiabile 60,21
Mg scambiabile 190,92 ppm
Ca scambiabile 2609,30 ppm
Na scambiabile 6,06 ppm
C.S.C. 14,8 meq
S (da solfati) 4,18 ppm

Tabella 8. Analisi chimica del terreno in localid Legnaro
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Figura 19. appezzamenti dove era localizzata la pva in localita
Legnaro.

In localita Pozzoveggiani e presente un terrendipdi B.R.3.3 con orizzonte Ap-
Bw-C: (Fig 22) orizzonte profondo a parziale decaditazione (dissoluzione
chimica dei carbonati negli orizzonti del suolo @aera di acque meteoriche
ricche di CQ il carbonato passa allo stato di bicarbonato stdubiviene
rimosso per lisciviazione) con tessitura mediaiplo tF (franco), il calcare
totale risulta compreso tra il 25% e il 40%, reas subalcalina (ph 8,1-8,4,).
La falda sottosuperficiale € a 150 cm. il drenaggioconsiderato dalla
classificazione di tipo buono.

Il terreno inoltre e stato sottoposto a 3 letam@izin 6 anni (una letamazione
ogni due anni con una dose di letame pari a 408) gHi stato usato il letame
come unico apporto alla fertilita dell’appezzamemtavandosi quest’ultimo in
un'azienda di tipo biologico. La colorazione detrémo piu scura rispetto a
guella di Legnaro indica verosimilmente una buomdazione di sostanza

organica. (Figura 20)
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Figura 20. Lodztazione della prova in localita Pozzoveggiani

Legenda:

- orizzonte Ap: orizzonte minerale formato in sdjpex o adiacente alla superficie

che mostra un accumulo di S.O. umificata assoa@&tamente con la frazione

minerale, la lettera p indica che tale orizzonwisturbato dall’aratura o da altre

pratiche colturali

- orizzonte Bw: orizzonte minerale in cui la stauét del substrato &€ cancellata o
solo debolmente evidente, la lettera w indica uterazione dell’ orizzonte
dovuta alla presenza di argilla in profondita.

- orizzonte C: orizzonte minerale di materiale imealidato da cui si presume che
il solum si sia formato, la lettera g indica la ggBza di screziature legate a
reazioni di ossidazione e riduzione.
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Figura 21. Terreno tpo “Legnaro”. Figura 2. Terreno tipo “Pozoveggiani”.

Le varietd sono state coltivate in entrambi gli &nb seguendo uno schema
sperimentale a blocchi randomizzati con 3 ripetizigfigura 23 e 24). Sono
state coltivate 35 varieta a Legnaro nel 2005 (T@pe un sottoinsieme di 28
varieta sono state coltivate a Pozzoveggiani reéieso anno (Tab 9).

Nel 2006 e nel 2007 sono state coltivate 25 vargaa Pozzoveggiani che a

Legnaro, (Tab. 11).

Come gia detto i protocolli di coltivazione eranivedsi per le due localita, a

Legnaro la coltura é stata condotta in modo coneeae, mentre a Pozzovegiani

con metodo biologico.

3.1.1 Operazioni colturali eseguite in localita Legnaro

Preparazione del terreno:
- Precessione colturale: mais

- Aratura leggera profondita 30cm (primi marzo)
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estirpatura profondita 30 cm (inizio febbraio)

estirpatura profondita 30 cm (fine marzo)

erpicatura rotativa (prima decade di maggio)

Concimazione

concimazione presemina effettuata con concime @ssplO — 100 — 100
distribuiti 100 kg/ha di potassio e 100 kg/hdakiforo (prima decade di maggio)

- semina interfila 50 cm densita 40 senfi(seconda decade di maggio)

Controllo della flora infestante

29/06/07 scerbatura manuale della flora infestante

diserbo con Tuareg 1,2 I/ha + Harmony 7g/Ha (pridecade di luglio)
Raccolta

- raccolta scalare manuale e successiva trebbiatecaanica

Le dimensioni delle parcelle erano di m 2 di lazgteee 10m di lunghezza.

3.1.2 Operazioni colturali eseguite in localita Pozzoveggiani

Preparazione del terreno:

- precessione colturale mais

- aratura a 30 cm con aratro bivomere (inizio marzo)

- estirpatura (prima decade marzo)

- 12/03/07 erpicatura con erpice rotante (secondaddedi marzo)
Concimazione

- 10/11/2006 letamazione: 400g/ha di letame con tedoN del 5Sper mille

Semina
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- semina interfila 50 cm densita 40 senfisaconda decade di maggio
Controllo flora infestante

- scerbatura manuale della flora infestante (prin@ade giugno)

- scerbatura manuale della flora infestante (secdedade giugno)

- 29/07/07 scerbatura manuale della flora infestéetea decade luglio)

Irrigazione
- 20/07/07 irrigazione di soccorso 35 mmdsutl 2006)

Raccolta

- raccolta scalare manuale e successiva trebbiatecaanica

Tabella 9. Varieta coltivate nel 2005 nelAzienda Biologica, Pozzoveggiani.

var gm| fornitore var gm fornitore
PR92-B63 1+| Pioneer ZEN 1 Monsanto
TOYAMA |1 Monsanto GIULIETTA| 1 | Agra
SPONSOR | 1 Maisadour BRILLANTE1L- | Agra
SAREMA 0 Maisadour NIKIR 1 | Pioneer
DEMETRA Agra PR91-B92 1-| Pioneer
SAMURAI* | 1 Monsanto REGIR 1 Pioneer
ORLANDA |1 | Maisadour CRESIR 04 Pioneer
FIUME 1- | Sis DEKABIG 1+| Monsantp
MAGNUM |1 | Renk DENNY 1- | Sivam
NIKKO 1- | Monsanto ASCHIA 0+| Agra
FLY* 1+ | KWS AIRES 0+| Sis
ATLANTIC |1 Renk M10 0+| Pioneer
HILARIO 1 |Sis CASA 1+| Sis
SAKAI* 1- | Monsanto B 12 1 Pioneer




VARIETA’ GM | FORNITORE| VAR GM FORNITORE
ATLANTIC |1 Renk PR91-B92| 1- Pioneer
PR92-B63 1+ | Pioneer ZEN F 1 Monsanto
SPONSOR 1 Maisadour CASA 1+ Sis
TOYAMA 1 Monsanto ZEN 1 Monsanto
PACIFIC 1 Renk ASCHIA | 0+ Agra
BRILLANTE |1- | Agra NIKKO 1- Monsanto
SAMURAI* |1 Monsanto HILARIO | 1 Sis

FLY* 1+ | KWS B 12 1 Pioneer
NIKIR 1 Pioneer FIUME 1- Sis

REGIR 1 Pioneer ALES 1 KWS
QUEEN 1+ | Ensat NIKKO F| 1- Pioneer
MAGNUM 1 Renk SAREMA| 0O Maisadour
IMARI 1+ | Ensat M10 0+ Pioneer
DEMETRA 1 Agra AIRES 0+ Sis
GIULIETTA |1 Agra CRESIR O+ Pioneer
ORLANDA |1 Maisadour YUSHU 1- Ensat
DENNY 1- | Sivam SAKAI* 1- Monsanto
DEKABIG 1+ | Monsanto

Tabella 10.Varieta coltivate nel 2005 nell’ azienda convenziale, di Legnaro

3.1.3 Analisi effettuate nelle prove varietali:

- determinazione della resa areica

- determinazione della concentrazione di isaffavnell’embrione e nel cotiledone:
Questa metodica ha permesso di misurare le comzemr di tutti gli isoflavoni della
pianta, per semplicita non sono state considesafierme acetiliche presenti in bassa

concentrazione.
- determinazione del contenuto in proteina grezzaeisle

della pianta, per semplicita non sono state coraielde forme acetiliche presenti in bassa
concentrazione.

- determinazione del contenuto in proteina grezzaeiele
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CAMPO SPERIMENTALE SOIA 2005 CAMPO SPERIMENTALE SOIA 2005

IN AZIENDA CONVENZIONALE IN AZIENDA BIOLOGICA
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Figura 23. Campi sperimentali 2005 in convenziora e biologico.

Scola 1286 misure n
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Tabella 11.

n | Varietd | Fornitore seme | GM
1 | Sarema | Semfor 0
2 | Aires Sis 0+
3 |M10 Pioneer 0+
4 | Cresir Pioneer 0+
5 [ B92 Pioneer 1-
6 | Fiume Sis 1-
7 | Brillante | Syngenta 1-
8 | Nikko Monsanto 1-
9 | Sakai Monsanto 1-
10| Atlantic | Renk Venturoli | 1-
11| Indian Renk Venturoli | 1
12| Zen Monsanto 1
14 | Sekoia Semfor 1
15| Sponsor | Semfor 1
16 | Hilario Sis 1
17| Askasubi | Sis 1
18 | Pacific Sis 1
19 | Giulietta | Golden Arvest | 1
20| Shama Golden Arvest | 1
21| Ales KWS 1
22 | Nikir Pioneer 1
23| Regir Pioneer 1
24| B 63 Pioneer 1+
25| Fukui Monsanto 1+
26 | Dekabig | Monsanto 1+

Varieta 2006-2007, Pozzoveggiani eednaro.
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Figura 24 Campi sperimentali 2006-2007 biologico @nvenzionale

3.1.3 Analisi effettuate nelle prove varietali:
- determinazione della resa areica
- determinazione della concentrazione di isaffavnell’embrione e nel cotiledone:
Questa metodica ha permesso di misurare le comaesmi di tutti gli isoflavoni
della pianta, per semplicita non sono state coraielde forme acetiliche presenti in
bassa concentrazione.

- determinazione del contenuto in proteina grezzaeiele
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3.2 PROVA D’IRRIGAZIONE E CONCIMAZIONE

Al fine di valutare la risposta della pianta diaa@ii fattori Irrigazione e concimazione,
relativamente alla produzione di Isoflavoni é statastita nel 2006 e 2007 una prova
sperimentale organizzata a split split-split pldtig. 25.1 e 25.2) in cui nelle unita
intere e stato saggiato il fattore irrigazione, memelle unita suddivise é stato
saggiato il fattore cultivar varieta e “tipo di fa% nei parcelloni si € saggiato I'effetto
irrigazione. L'irrigazione € stata effettuata tréenimpianto a manichetta forata,
'umidita del terreno e stata mantenuta costantéenalta capacita di campo, umidita
del 32% a circa 30 cm di profondita nel suolo dijharo. La valutazione del livello di
umidita é stata effettuata tramite misura spot en&eil'utilizzo di TDR.

per la prova sono state scelte due varieta coatteastiche differenti, Ales con bassa
attitudine alla concentrazione di proteina ed dkeyaopensione alla concentrazione di
Isoflavoni e Nikir con attitudini sostanzialmentpposte (elevata propensione alla
concentrazione di proteina e bassa propensionecali@entrazione di isoflavoni).
L’azoto tardivo € stato apportato col fine di masgzare la resa proteica, fornendo
alla pianta I'’elemento azotato in un periodo in leunitrato reduttasi ha diminuito la
sua attivita e la nitogenasi non & ancora arrigdtasprimere il massimo

Della sua capacita catalitica per la fissaziond'adeito. Sono state separate e valutate
distintamente le produzioni dei fusti da quelle@leamificazioni. Essendo la soia una
leguminosa ad elevata capacita di fissazione sasd di monitorare 'andamento
della fissazione azotata nelle diverse condiziancaltivazione, valutando mediante

spettrofotometro il livello delle ureidi fogliafiyoung and Conway mod.).
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Schema sperimentale

Asciutto Irriguo
Nikir Ale
§ N ~
I ' BN
] Ale Nikir
N N
BL.1
S Ales U NKe
N By
‘SGHSON umidita ‘
Nikir Al
RIL ~ N
umidita 7
4 i BL.2
1 Ep— Ales " Nkir
I i
sensori uniditd
NM%‘ | Ales
N N
BL.3
- " Nkvr — 1 " Ae<
[N |
[N I\
Ales Nikir
N b
BL .4

Figura 25.1. Schema sperimentale a split -split pto
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Figura 25.2. Prova d’ irrigazione: a sinistra I'unita non irrigata, a destra
l'unita irrigata.

Distanza dalla rete elettrica in campo circa 100 m:
- Distanza dalla sede aziendale circa 400 m

- N = porzione di parcella concimata con azoto

- Bl = blocco

3.2.1 Protocollo coltivazione prova d’irrigazione (2006)

Varieta: Nikir, Ales

Preparazione del terreno:

- 27/01/07 aratura a 40 cm con aratro bivomere
- 13/03/07 erpicatura con erpice rotante

- 02/05/07 erpicatura con erpice rotante
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Concimazione
- 10/05/07 concimazione presemina 0 — 100 — 100
- 18/05/07 semina interfila 50 cm densita 40 sefi m
Controllo flora infestante
- 12/06/07 fresatura interfila
- 29/07/07 Tuareg 1,2 I/ha + Harmony 7g/Ha
Controllo parassitario
- 02/08/07 trattamento contro ragno ross&d?iSC + Rufast e Irol

Raccolta
- Raccolta manuale (fine settembre)

3.2.2 Analisi effettuate nella prova di irrigazione:

1) Analisi HPLC deqli Isoflavoni di soja

2) Al fine di vagliare ulteriormente le caratteristictagronomiche delle due varieta
considerate sono stati effettuati dei rilievi syfiparato radicale e nodulare

3) Estrazione e quantificazione degli ureidi totalill@lasoia. E’ stata eseguita la

determinazione del livello di ureidi fogliari dutenla fase del ciclo colturale,
Determinazione del livello di ureidi nei noduli ima fase di massimo incremento
della loro attivita (fase R4). Lo scopo di tale lesiaera monitorare il livello di
fissazione azotata

4) Analisi degli apparati radicalieterminazione della densita di lunghezza radieale

del diametro medio della radice in diversi orizzahtterreno tramite I'utilizzo della

tecnica del carotaggio associata alla tecnicaatellisi d'immagine.
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5) rilievo del numero medio dei noduli e dell’arealdesuperficie equatoriale degli
stessi mediante utilizzo di software di analismiinagine dopo prelievo di 10 piante

campione per ciascuna parcella

3.2.2.1 Analisi HPLC degli Isoflavoni

La semente di soia proveniente dai campi speririe?@@5 e 2006 € stata sottoposta ad
analisi HPLC presso il laboratorio del’lESA di Parp(Toulouse- France) le analisi
sono state eseguite con un detector UV vis. Indd@an tutte le lunghezze d’onda
da 200 a 500 nM (Hubert J. et al., 2005).

La metodica per I'analisi del contenuto in isoflavei & svolta nelle seguenti fasi,

a) preparazione del seme di soia
b) estrazione in alcol etilico

c) filtrazione degli estratti

d) analisi HPLC

Preparazione del seme di soia

La fase di preparazione del seme ha comportatetirrdinazione del peso di 30 semi
per ciascuno dei 420 campioni da analizzare e termiénazione della loro umidita
mediante liofilizzazione.

I semi liofilizzati di ciascun campione sono stati sottoposti a shock termico

mettendoli in stufa a 140° per 90 secondi.
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Questo processo ha permesso il distaccamento ddilzola del seme dai cotiledoni.
Dello stesso. Una volta sottoposti a shock termisemi di soia (30 per campione)
sono stati lavorati in un mortaio di piccole dimiens al fine di separare i cotiledoni
dal germe.

Per ciascun campione é stata determinato poi d dekgerme e il peso dei cotiledoni.

Successivamente sia i germi che i cotiledoni hasuimto un processo di molitura con
l'ausilio rispettivamente di un mortaio e di un mmal da laboratorio, la polvere

ottenuta e stata conservata separatamente in fFalietetro.

Estrazione in alcol metilico

La polvere degli embrioni e dei cotiledoni (0,9 igca) e stata sospesa in alcol
metilico al 90% per due ore in tubi da 16 ml, Is@ensioni sono state mantenute
omogenee grazie all’utilizzo di un agitatore a zaiae. Una volta ottenuti gl

estratti sono stati conservati in congelatore tetaperatura di — 20 °C.

Filtrazione degli estratti
Gli estratti ottenuti sono stati centrifugati a 000y e il supernatante filtrato a 0.2 um
mediante I'utilizzo di filtri a siringa.

L’estratto filtrato € stato poi raccolto in fialemlexigass e conservato in congelatore.

Analisi HPLC

L’'analisi HPLC degli estratti & stata eseguita st QI di campionea partire da
campioni di 100 pl inseriti in un sistema di alineezione ad autocampionatore.

Il sistema di separazione permetteva la separadopnsti e 12 gli isoflavoni in tempi
diversi compresi tra 2 e 12 minuti (Fig. 26).

Il gradiente di eluizione era un gradiente bin@oeonposto da metanolo e acetonitrile
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- Limite massimo di pressione 300 bar
- Altezza di prelevamento dal fondo della couv@ttam
- Temperatura forno 30 °C

- Step di lettura del sensore UV a sensibilitatelgi:

1) 210-600 nm
2) 250-600 nm
3) 260-600 nm
4) 320-600 nm
5) 200-500 nm

Il sensore di tipo Dyode Array permetteva di indivare lo spettro caratteristico di ogni
picco rilevato nel cromatogramma (figura 27)

La taratura del sistema €& avvenuta mediante Pablidi standard esterni per le
principali forme di isoflavoni.

Sono stati quantificati tutte le forme stabili degbflavoni:

Genistina, Daidzina, Glicitina (forme glucosiliche)le forme agluconiche (genisteina
daidzeina e gliciteina) le forme acetili (derivastilo da denaturazione termica) sono
state rilevate ma erano presenti solo in traccdalamma delle concentrazioni di
tutti questi tipi di molecole si e potuta calcolémeconcentrazione totale di isoflavoni
per ciascun campione analizzato.

La colonna utilizzata era di tipo CIL Cluzeau TurBoa fase inversa, di 4 cm di
lunghezza e 4.6m di diametro.

I cromatogrammi sono stati poi integrati mediarlizzo di software dedicato (Fig.
26)e i dati convertiti in concentrazione di isoftav per mg di sostanza secca

analizzata.
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Figura 26. Esempio di cromatogramma: in ascissa iempo, in ordinata mAu
(milli  Absorbance unit).

3.2.2.2 Estrazione e quantificazione degli ureidotali dalla soia

Il protocollo utilizzato per I'estrazione delle idieé stato quello di (Herridge et al LC) &
stato eseguito per le varieta Ales e Nikir un viien fase R3-R4-R6-ed R7 e un

rilievo in fase R4 per gli ureidi nei noduli.

Raccolta dei campioni:
- Massa fogliare & stata prelevata la prima foglia completamentileigpata del fusto
(in prossimita dell’apice)

| campioni sono stati essiccati per 48 h a 60°CGaeinati con un setaccio da 20 mesh.
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Figura 27 Spettri di assorbimento caratteristici di alcuni isoflavoni.
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Estrazione:

1) Sono stati campionati 125 mg in un tubo da laboi@to

2) Sono stati aggiunti 5 ml NaOH 0,2 N ed estrarragqua a 100 °C per 30 minuti
(acqua bollente?)

3) i campioni estratti sono stati centrifugati a 10@0fer 5 minuti.

4) Sono stati trasferiti 1-1.25 ml dai tubi di estca® ai tubi per centrifuga e si é
scartato il resto del campione.

5) Si e pipettato il supernatante (1 ml) in nuovi ratabi da centrifuga poi stoccati a -

10 °C prima della determinazione delle ureidi,a@csscartato il pellet.

Si é considerato un rapporto tessuto/NaOH di 25rmg/m

Determinazione delle ureidi (Herridge et al 1982)

Reagenti:

Amt./vol Descrizione

20 g/l (1) 0.5 N NaOH (FW = 40g)

62 ml/l (2) 0.75 N HCI (12.1 N)

0.165 g/50 ml (3) 0.33% wi/v fenil idrazina HCI (F®¥/144.6). Prepararla

giornalmente subito prima dell’analisi e coprite

contenitore con un foglio (foto sensibile).

0.835¢g/50ml (4) 1.67% wlv ferrocyanide di potag§ia/ = 329.2).
(5) HCI concentrato, a -10 °C (mantenuto in ghiacc
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Standards:
1 mM di soluzione stock d’acido allantoico (FW 22¢4.0,2142 g/l (0 0,0535 g/250 ml).

La diluizione per la curva di regressione e state@fnel modo seguente:

mM ml stock/100 ml di Acqua distillata
0.005 0.5

0.01 1.0

0.05 5.0

0.1 10.0

0.2 20.0

0.3 30.0

Procedura:

Standardd,5 ml di standard + 100l di NaOH 0.2 N e arrivare a 1 ml
aggiungendo acqua distillata
Campioni 100ul di campione + 90@l di acqua distillata
Il volume campionato puo differire da 1Q0 In accordo con la concentrazione di
ureidi in funzione dell’assorbanza trovata coondava di taratura.

Non superare mai i 200 di campione per non aver interferenze con laraalione.

(1) Aggiungere 20Qd 0.5 N NaOH.

(2) Mettere in acqua bollente per 8 minuti.

(3) Aggiungere 20Qu di HCI 0.7475 N.

(4) Aggiungere 20Qu di HCI fenil idrazina 0.33%.

(5) Agitare i tubi in un vortex, mettere gli stessuin bagno d’acqua bollente.

(6) Rimuovere i tubi dal bagno maria e immergere @sstin ghiaccio per 10 minuti.

81



(7) Rimuovere i tubi dal bagno di ghiaccio e aggiung60 ul di HCI concentrato.
Mantenuto freddo in un bagno di ghiaccio.

(8) Aggiungere 20Qu di ferrocianide di potassio.

(9) Agitare i tubi in un vortex e aspettare per 15 rtiifmsvilupparsi della colorazione.

(10)Effettuare la lettura allo spettrofotometroZ® :mim entro 30 minuti.

Quantificazione della concentrazione di ureidi:

(1) Calcolo delle moli di acido allantoico presenti hédo di test:
uMol/tt = mM std/I x 0,0005 I/tt x 200Q@Mol/mMol

(2) Determinare la regressione lineare per la concaotra d'ureidi dagli
standards.
Assorbanza = a+lu/ol/tt)

(3)Determinare per ogni campione estrattwl/tt = (Assorbenza — a)/b.

(4) determinareiMol/tt Mol d’ureide per ogni campione estratto:
uMol/campione iniziale = Mol/tt campione)/0,1.
Assumendo che per la determinazionesiano stati @daml per 1 ml di campione
estratto.

(5) uMol/gdw picciolo = {Mol/campione iniziale)/g picciolo per campione

| cromatogrammi sono stati poi integrati mediaiiélizzo di software dedicato e i dati
convertiti in concentrazione di isoflavoni per mgdstanza secca analizzata.

Vengono riportati qui di seguito a titolo di esempi dati risultanti dalle analisi
effettuate sull’'embrione e sul cotiledone dei campielle prove varietali del 2006,
nella tabella sono presenti le 3 ripetizioni penidglocco e e i due diversi tipi di

coltivazione convenzionale (A), biologico (B).
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3.2 2.3 Analisi degli apparati radicali

3.2.2.3 1 RILIEVI EFFETTUATI
Durante il ciclo colturale della soia sono statettfiati dei campionamenti distruttivi su 10

piante in fase R5 (01/08/2006) per valutare le disieni e le caratteristiche morfologiche
della massa nodulare. In data 14/09/2006 e stétiwedto un carotaggio dell’apparato

radicale (fase R7).

3.2.2.3. 2 CAROTAGGIO

Il prelievo delle carote di terreno € avvenuto asd R;mediante 'uso di un
martello pneumatico inserendo nel terreno un cam®tdel diametro di 7 cm
alla profondita di un metro (Fig. 28), in partic@a stata prelevata una carota

per ciascuna parcella a circa meta dell'interfitala seconda e la terza fila.

’;._. v I‘ )

Figura 28: Sonda completamente inserita nel terreno
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Figura 29.1: Estrazione della sonda dal terreno.

La carota e stata successivamente estratta usangranco (Fig. 29.1). La struttura
della sonda € composta da un cilindro esterno kbordo inferiore affilato in
modo da penetrare il terreno e da un cilindro maedi alluminio, diviso in senso

longitudinale in due parti uguali (Fig. 29.2).
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Figura 29.2: Camicia di alluminio contenete una casta campione di terreno.

Questo secondo cilindro non & fissato con la padtante del carotiere in modo tale che
al momento dell’estrazione dal terreno si prele@lmente permettendo un agevole
accesso al campione di terreno. Il campione cdshoto € stato poi suddiviso in
dieci subcampioni lunghi 10 cm 'uno, e conseruattongelatore alla temperatura di
-18 °C.

3.2.2.3.3 LAVAGGIO DEI CAMPIONI
La separazione delle radici dal terreno € statdtaswo un secondo momento tramite

lavaggio. Per effettuare questa procedura & nedessaongelare i campioni
precedentemente conservati in congelatore e suecassmte trattarli con acido
ossalico per diminuire I'alta adesivita del terrehidavaggio € stato poi eseguito con
il metodo di “flottazione™: si utilizza una centuiga (Fig. 30) e si sfrutta I'energia

cinetica dell’'acqua contenente radici e terreno, ¢aga circolare velocemente e
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attraversare un setaccio, permette il passaggie paiticelle terrose e di trattenere le
radici in sospensione. Le maglie dei setacci hammo ruolo fondamentale,
discriminando le radici dal terreno, in quanto ppo larghe possono comportare

una perdita anche consistente della frazione dcitada dimensione suggerita in

2
letteratura € di 0,50 mnBohn, 1979).

i o f‘ &
. —!f.h-.- — R g : LJsE .
e ST T ) A R ST

e

Figura 30: Sistema centrifugo per il lavaggio ded radici.

Il contenuto del setaccio € poi riversato in unachetta che viene riempita con acqua
(Fig. 32): in questo modo le impurita e le parfeeali terreno che sono rimaste nel
setaccio (Fig. 31) dopo il lavaggio si depositand fondo, mentre le radici
galleggiano in superficie. Utilizzando un colinorgsce a prelevare facilmente le

radici (Fig. 33) che vengono poi messe in vaseéfiastica da 25 ml utilizzando una
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pinzetta (Fig. 34). | campioni risultanti vengonigiliati in questi contenitori che
sono riempiti con una soluzione di etanolo in acdigtllata al 12% e quindi posti in

una cella frigorifera fino al momento dell’acquisize.

Figura 32 Setaccio e lavaggio.

e

Figura 33: Prelevamento delle radici Figura 34: Vasetto con radici

I
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3.2.2.3.4 ACQUISIZIONE DELLE RADICI
La seconda parte del lavoro € stata svolta in &bdp ed €& consistita nel sottoporre i

campioni, precedentemente sigillati e conservdtira fotografia che ne evidenzia i
parametri € ne permette una piu veloce e rapidéoges

Le radici vengono prelevate dal vasetto e adagiatan vassoio di plexiglass (20,5 x
30,7 cm) contenente un velo d’acqua (Figura 35).

Fig. 35: Le radici vengono sposte sul vassoio di osservazione

Devono essere sistemate in modo tale da evitaragoesizioni e contatti tra esse o con
eventuali impurita, eventualmente aumentando il enantli scansioni per campione.
Le radici cosi disposte e galleggianti vengono daafate tramite uno scanner che
permette I'acquisizione delle immagini (Fig. 36)ué3te saranno elaborate da una
macro che, abbinandole alla loro posizione (cida pfofondita della carota di
provenienza), le trasforma in dati numerici.
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Figura 36: Radici pronte per essewrecquisite dallo scanner

Per la scansione € stato utilizzato uno scannereti@otiP Scanjet 4c, in grado di
acquisire immagini con una risoluzione ottica dDGfpi. Per rendere le immagini
nitide si € dovuto ottimizzare i parametri tramitguali lo scanner evidenzia i
particolari e li salva in formato TIFF (Tagged Inedgormat File).

L’acquisizione delle immagini € stata fatta in liare nero tramite un contrasto di 250,
corrispondente al massimo contrasto possibile, @ luminosita variabile da 163 a
173, a seconda del tipo di campione, in una sa@a 250 (Fig. 37).

Per rendere poi le immagini meno faticose da legger 'occhio umano, nel caso si
dovesse procedere ad una rassegna manuale, silt@ dicesalvare il negativo
dell'immagine acquisita (per le immagini in bianemero questa operazione consiste
in una semplice inversione tra i pixel identificatin un tag di 1, ovvero bianco, e i

pixel identificati con un tag di valore 0, cioe ogr
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La risoluzione scelta per le immagini & stata & BPI, e in fase di acquisizione hanno
subito un ulteriore ingrandimento che le ha portatevolte la dimensione originale

(cioé un ingrandimento del 500%).

Figura 37: Immagine delle radici ottenuta con lo sanner.

Nell'acquisizione delle immagini un problema rilexa e la presenza di aloni ai margini
del campo di acquisizione: sono causati da una penfetta schermatura dello
scanner dalla fuga di luce emessa dal sensorgashegge il riflesso di tale luce per
digitalizzarlo. Per evitare questi difetti funzidindel sistema si riduce il campo di
lettura in fase di

salvataggio per escludere i margini che presental®difetto. E inoltre importante
posizionare le radici nel vassoio correttamentéaeso che siano in prossimita dei
margini dove possono confondersi con gli aloni. Bgenere un’immagine finale

pulita ed evitare che il programma confonda evdntal@ni rimasti ai margini
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dell'immagine con le radici, si effettua un ritocotanuale delle scansioni salvate.
Dopo questa operazione si procede all’elaborazioaée dei campioni.

Per I'elaborazione dei dati si € utilizzato il sedire di analisi di immagine KS 300 Rel.
3. 0 (Karl Zeiss Vision Ggbm, Munchen-Germania).

Tale software, operando una macro (o funzione msfehe lavorasse sulla sequenza di
immagini acquisite, ha permesso di distinguerentfno di esse gli oggetti che
avessero i parametri tali da poter essere ideatiftome radici.

La discriminante scelta per distinguere le radialled impurita € I'El (Indice di

Allungamento), dato dal rapporto del perimetrowadyato sull'area.

El=perimetr@Area

L’El in questa analisi ha assunto il valore di @Eazie al quale € stato possibile ottenere
un’ottima sensibilita di discriminazione, adatta@esto tipo di radice. Valori di El
maggiori indicano al programma di considerare kigyg esaminato come
un’impuritd, escludendolo pertanto da ulteriori beleazioni. Impostato in questo
modo El, vengono elaborati come oggetti tutti gueie hanno un’area maggiore di
4 pixel. L'operazione successiva consiste nel ¢aldel Fiberlenght, o lunghezza
radicale, applicando una formula ottimizzata da ¥gah et al. (2003) che, in base

all'area e al perimetro degli oggetti, consentstidiarne la lunghezza.

3.2.2.3.5 Determinazione della morfologia dei nodul

Dieci piante contigue per ciascuna parcella dgild-split plot in fase R5 sono state
prelevate con il metodo del profilo di trincea. juafondita della trincea era di cm 30
come la sua larghezza.
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Da ogni apparato radicale sono stati asportatiduli che sono stati in seguito lavati e
sistemati su uno schermo orizzontale di coloredman modo da evitare qualsiasi
contattto fra loro.

Le immagini degli apparati nodulari sono stategoouisite mediante fotocamera
digitale (Canon EOS 350 8,1 Mpixel). Le fotogradigitali salvate in formato tiff
sono state in seguito elaborate come precedenterdestritto per le radici.

Dalle elaborazioni si sono potute ottenere infazioiai relative al numero e alla
dimensione dei noduli piu precisamente: -

- Perimetro
- Area della sezione mediana
- Asse maggiore ed asse minore
- Numero

3.2.2.4 Intensita di colorazione dell’ilo

20 semi (seme acquistato per la semina) per ciascaneta sono stati fotografati con il
metodo descritto sopra per I'acquisizione delle agmi dei noduli.

Le foto sono state scattate sotto condizioni ldinilnazione standard (lampada al
Neon) La zona dell’ilo & stata poi
valutata per lintensita del grigio
con una scala di 250 sfumature, il
software ha permesso di contare il
numero di pixel attribuibili a
ciascuna intensita di grigio. A
ciascun ilo é stato attribuito un
valore medio, la media di 20

BN

colorazioni di ilo € stata

Fig 38. acquisizione digitale della colorazione délo
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considerata come l'intensita di colorazione deldeta.

3.2.3 Coltivazione in terreni diversi

La varieta Nikir & stata coltivata in cassonntistrici di forma quadrata con un lato di
2 m e profondita di 1,50 m. Ciascuno dei quatsirietri conteneva un tipo diverso
di terreno (Fig. 20): sabbioso, medio impasto.dsed) argilloso

Le piante hanno ricevuto 5 irrigazioni complesser un totale di 150 mm. Il seme
prodotto da ciascun lisimetro € stato poi racceti@ stata determinata la
concentrazione di isoflavoni sia per 'embrione glee il cotiledone. Le analisi

chimiche sul terreno dei lisimetri hanno mostratcaratteristiche di tabella 12

Medio

U.M. Sabbiosq impasto | Torbosg argillosp
ph 8,11 8,15 7,91 8,09
sostanze organica 0/100g 0,64 1,77 3,6 2,42
azoto totale 0/100g 0,03 0,11 0,19 0,15
rapporto C/N 12,07 9,72 10,9 9,41
Fosforo assimilabile mg/Kg 6,01 8,46 22,16 30,03
Fosforo totale o/Kg 0,35 0,81 1,39 0,98
Potassio scambiabile mg/Kg 26,49 59,86 107,95 88,31
Magnesio scambiabile mg/Kg 51,17 247,08 460,39 4382,
calcio scambiabile mg/Kg 9,16 2619,42 6659,8  3832,9
sodio scambiabile mg/Kg 5,62 26,11 36,51 29,64
C.S.C. calcolata meq 51 15,4 375 22,6
zolfo da solfati mg/Kg 1,67 4,08 4,96 4,44

Tabella 12. analisi chimica per i 4 terreni oggettali valutazione
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Figura 39. Varieta Nikir coltivata in 4 terreni div ersi.

Analisi statistica

. Con l'analisi statistica dei dati si & valutato effetto grezzo che unifica la variabilia
del fattore localita e del fattore metodo di catione. Le varianze dei dati relative ai
due ambienti di coltivazione e ai due anni non satate significativamente
differenti. Il metodo statistico utilizzato é stdtanalisi della varianza.

Nei due ambienti di Legnaro e Pozzoveggiani. | petai di piovosita mensile e
temperatura media non hanno evidenziato differesrgmficative nel corso del 2005
e 2006.
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4 Risultati e discussione

Dalle analisi effettuate nel campo varietale éospmssibile effettuare uno screening della

produzione di isoflavoni per le forme molecolati g rappresentative.

4.1 EMBRIONE VARIAZIONI DI COMPOSIZIONE

4.1.2 Forme glucosiliche

Nei campi sperimentali 2005 le varieta coltivate dandizioni convenzionali hanno
concentrato piu genistina (+7% convenzionale vdobioo, P=0,04), il livello di
Daidzina e risultato invece invariato nei due ambi€Come per la Glicitina.

Dai dati sperimentali del 2006 si e visto che I'a@nmite di coltivazione convenzionale ha
favorito concentrazioni piu elevate di genistinégd%l convenzionale vs biologico, P
0,0074), e concentrazioni piu elevate di daid4#@% convenzionale vs biologico,
P=0,0069).

Glicitina + 4% nel convenzionale (+4% convenzionaiologico, P=0,05)

4.1.3 Forme maloniliche

| dati del 2005 non hanno mostrato differenze netlacentrazione di malonil genistina e
di malonil daidzina nei due ambienti di coltivazégria malonil glicitina per contro é
stata prodotta con concentrazioni leggermente lgvate nellambiente convenzionale
rispetto al biologico (+4% P=0,0385)
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Tabella 13. differenze percentuali nella concent@one delle diverse forme di isoflavoni nell’embriae

convenzionale vs biologico nel 2005 e 2006 mediaulite le varieta

Embrione 2005 conv. 2005 bio| 2006 cony. 2006
bio
Genistina + 7% - +13 -
Daidzina - - +6% -
Glicitina - - +4% -
Malonilgenisting - - - 6%
Malonildaidzina| - - +4% -

Malonilglicitina | +4% - - -

Acetilgenistina +33% +10%
Genisteina 55% - -
Daidzeina 43% - -
Gliciteina 50% - -
Totale 4% - -

Anche i dati del 2006 non hanno mostrato differedizeoncentrazione fra i due
ambienti di coltivazione per quanto riguarda la endlgenistina e la malonil

daidzina,

4.1.4 Forme Agluconiche

Il convenzionale nel 2005 e risultato piu riccofalime Agluconiche rispetto al
biologico (Tab 14)

Incremento di concentrazione da biologico a
Forma convenzionale 2005 conv. Vs biologico
Agluconica
IAcetilgenistina  |0,00063 mg/g +84%
Genisteina 0,044 mg/g +55%
Daidzeina 0,12 mg/g +43%
Gliciteina 0,11 mg/g +50%

Tabella 14 concentrazione di forme agluconiche nebtiledone

Nel 2006 non si sono riscontrate nell’embrioneat#hze di concentrazione nelle

forme agluconiche nei due ambienti di coltivazione.
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4.1.5 Isoflavoni totali

Nel 2005 la prova varietale coltivata con metodovemzionale ha prodotto piu
isoflavoni totali, rispetto a quella coltivata cometodo biologico (+4%) nel
2006 non ci sono state differenze tra i due timaltivazione.

4.2 COTILEDONE VARIAZIONI DI COMPOSIZIONE

4.2.1 Forme glucosiliche

Si nota nel convenzionale del 2005 un incremerdpetiivamente del 16% e del
10%, della concentrazione di genistina e della zia& rispetto al biologico
dello stesso anno,

Nel 2006 non ci sono state differenze nelle comeerdni di forme glucosiliche
tra convenzionale e

Biologico

4.2.2 Forme maloniliche

Si nota nel 2005 un incremento rispettivamente dé€l% e del 7% di
malonilgenistina e malonildaidzina, (convenzionagebiologico) e nel 2006

una diminuzione di malonil genistina

4.2.3 Forme agluconiche

Si nota nel 2005 un incremento della genistein2%<onvenzionale Vs Biologico) e un

incremento della daidzeina (+41% convenzionaleio®ico) le quantita di

Cotiledone 2005 conv. 2005 bio 2006 conv. 2006 bio
Genistina +16% *** - - -ns
Daidzina +10%*** - - -ns
Malonilgenistina +9%0™ - - +7%**
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Malonildaidzina 7% - ] s
Genisteina +520/*** - +3106** -
Daidzeina +A410** - - s
Totale +11%** - ] .

Tabella 15.differenze percentuali nella concentrazione delle iderse forme di isoflavoni nel cotiledone

convenzionale vs biologico nel 2005 e 2006 mediautite le varieta

guesti isoflavoni sono comunque minoritarie rispeftd altre forme come le forme
glucosiliche e le malonilche, complessivamente 2066 non si nota nessuna differenza

tra i due tipi di coltivazione

4.3 SINTESI SULLA VARIAZIONE DI COMPOSIZIONE

L’anno di maggiore produzione di isoflavoni totg#i005) e risultato associato ad un aumento
generale della concentrazione di genistina (formgaivalente) nel cotiledone e ad una
diminuzione di daidzina rispetto al 2006

Nell’embrione nel 2005 si é riscontrato una fortmiduzione della percentuale di daidzina e un
lieve incremento di genistina e glicitina che pemn ha compensato la diminuzione della
daidzina

Complessivamente la concentrazione di isoflavorifemebrione nel 2005 e stata piu bassa
rispetto al 2006.

Se si confrontano invece nei due anni la coltivagibiologica con quella convenzionale si nota
un leggero aumento della concentrazione di gemistquivalente nel cotiledone I'embrione
non presenta variazioni significative di composigdra convenzionale e biologico.

Confrontando ancora il 2005 con il 2006 si pu0 dimeora che

Concentrazioni di isoflavoni piu elevate nel catid@e nel 2005 hanno comportato una

leggera diminuzione di concentrazione di isoflavoeli’embrione

4.4 COMPOSIZIONE NELLE SINGOLE VARIETA

Per la composizione in isoflavoni delle varietin@stati presi in considerazione i dati del

2006. La ragione di questa scelta &€ motivata did tne il 2006 e stato un anno esente
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da grandinate e in cui I'effetto ambientale nonadosparticolarmente favorevole alla
produzione di isoflavoni, il fattore varieta puondwe essere studiato con piu
precisione.

Per questo tipo di analisi si sono consideratecgetuali equivalenti”, tutte le forme di
isoflavoni con la stessa radice agluconica sorte sigondotte ad una unica forma di
riferimento. Le forme di riferimento considerateecstate Genistina e Daidzina per il
cotiledone

Il fattore varieta € risultato significativo (P=0@0D1) assieme al fattore ambiente di
coltivazione (P=0,0004) anche l'interazione fraiedattori € risultata significativa
P=0,045

Alcune varieta contengono una piu elevata peredmtdi genistina nel cotiledone (forma
equivalente) gli isoflavoni appartenenti al grupmella genistina hanno una
biodisponibilita inferiore agli altri tipi di isoflvoni ad esempio daidzina (Whang HJ et
al L.C.). Aires, Ales, Hilario, Fiume, Denny, Destisponsor e zen sono varieta a bassa
concentrazione di Genistina nel cotiledone e durmgueuna buona qualita di isoflavoni
(Fig 40) Atlantic, B92, Dekabig, Fukui, Magnum, K& Pacific, Shama sono varieta
che si distinguono l'elevato tenore in genistinaqaindi.con isoflavoni meno
biodisponibili.

Altre varieta come Giulietta, Regir, Sekoia, M1@k8&i Brillante, Sarema, Askasubi
contengono un livello di genistina intermedio rigpei due gruppi precedentemente
descritti. La classificazione delle varieta in bakeontenuto di genistina € un indice

importante che descrive la qualita del contenutisafiavoni.
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Medie con il 95% significativita P=0,00001
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Figura 40. tenore in genistina equivalente heotiledone anno 2006

fonti variabilita [Somma quadr]gl |media |F P

Effetti principali

A:varieta 0,460 27 | 0,0170 60,6@,00001
B.ambiente colt.| 0,004 1 0,0041 2,6%0, 2
errore 0,031 112 0,0002

TOTALE 0,507 167

Tabella 16 analisi della varianza per la % di genitna equivalente nel
cotiledone
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varietd | %genistindGruppi omogeneita
Aires 0,4757a

Hilario 0,4843 b

Fiume 0,4856 b

Ales 0,488(0 bc

Denny 0,5054 bc

Demetra 0,509p cd

B63 0,5114 de

Sponsor 0,5156 de

Zen 0,526]1  def

Cresir 0,5331 ghi
Giulietta 0,5339 hi

Regir 0,5357 hi
Sekoia 0,536p hi

M10 0,5384 i

Sakai 0,5458 i
Sarema 0,5454 i
Brillante 0,5651 i
Askasubi 0,568p

Nikir 0,5800

Shama 0,5895 m
Safrana 0,5997 no
Nikko 0,6049 nop
Atlantic 0,6139 op
Fukui 0,617¢ pq
Dekabig 0,6278 o]
Magnum 0,6324 q
Pacific 0,65338 q

Tabella 17 % genistina equivalentenell’embrione

06LF

% Genistina

9%Deickine=(0906- 09059/ Gerisira

YDadzira

Figura 41 correlazione tra la % di genistina e daidina.
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La sintesi della genistina equivalente (somma delleentrazioni degli isoflavoni con
radicale agluconie nella pianta inversamente pmpoale alla sintesi di daidzina
(isoflavone piu biodisponibile) a causa di una cetipita nella linea metabolica. Dai
dati sperimentali si € potuta osservare questdtedsdica descritta in letteratura. (Berger
M. et al 2002) (Fig. 41 ).le varieta sono statdianate anche per quanto riguarda la
composizione di isoflavoni nell’embrione decotiledto, anche in questo caso i fattori
varieta e ambiente di coltivazione sono risultaditon significativi, I'interazione con
'ambiente non é risultata invece significativa pembrione. E’ stato possibile valutare
le varieta piu ricche di genistina equivalente ellgucon contenuto piu basso di questo
isoflavone. complessivamente € stato possibileudsegna mappa delle varieta a piu

elevata percentuale di genistina (Fig. 42)

0,125
0,12 Atlamtic
d 0'115 Pnrifir‘wgnum
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De#ny Be2
g 0,11 e Dekabi
Cresir avlg
% 0,105 +——Hilarie M40 £
p Demetra 83 i Safena
g 01 - Re®ir sk asybi
= Aires Brilente T Klieko
< 0,095 Spomsor Sakai
3 Ales Giukettg Sarema
© 0,09 - Py Seleoia  Niteir
S Fiume
0,085
0,08 T ‘ ‘ ‘ ‘

0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7

% genistina cotiledone

Figura 42. mappa varietale per il contenuto % di gaistina equivalente

Sono state messe in evidenza anche alcune vadieia\eata concentrazione di glicitina
(forma equivalente) nell’embrione. Questo tipogdifiavone é particolarmente
interessante dal punto di vista scientifico in qoagli enzimi appartenenti alla sua via
metabolica non sono stati ancora tutti identifica#i varieta ad elevato contenuto di
glicitina possono essere dunque prese in consideeamn studi di ingegneria
molecolare.(Fig. 44.1) Ales cresir Fiume Nikir ek&asono le varieta a piu alto

contenuto di glicitina equivalente.
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L’effetto varieta e I'effetto ambiente di coltivarie sono risultati molto signficativi per la
glicitina I'interazione con I'ambiente é stata noodtignificativa.(Tab. 20) le varieta ad elevato
contenuto di glicitina sono: Aires, Cresir, Fiurhgkko e Sakai

La concentrazione di glicitina risulta correlatayatvamente con il contenuto di daidzina in

guanto le due molecole sono generate dallo stésg ‘metabolico”.

fonti variabilita |Somma quadr/gl media |(F P

fonti variabilita

Effetti principali | 1,13008 27 0,041 724,39,00001
A:varieta 0,00025 1 0,000 4,46 |0,0369
B.ambiente colt.

interazioni 0,0047 27 0,0001 3,050,0000
AB 0,0064 112 | 0,0000p

errore 1,1415 167

Tabella 20 Analisi della varianza per il contenutan glicitina

Plot of Fitted Model
%daidzina = (0,89-0,97)*%glicitina

0,73F ' .
0,63F .

o [ ]
£ - ]
% o 4
g 0531 ]
ko) i i
< i ]
043} .
0,33, . . 2 A
0,27 0,37 0,47 0,57 0,67

%glicitina

Figura 43 Regressione tra la % di glicitina e la %di daidzina

medie con il 95% di significativita (LSD)
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Figura 44.2 % glicitina nei due ambienti di coltivazione 103



medie con il 95% di significativita
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Figura 44.1 percentuali diglitna nell'ipocotile (embrione)

4.5 ISOFLAVONI TOTALI

Sommando la concentrazione di tutte le molecotvenzionale nel 2005 ha prodotto
I'’11% in piu rispetto al biologico.(Tab. 25)

Per contro nel 2006 si ha avuto, una produzioredadati isoflavoni maggiore del 5% nella
coltivazione biologica (biologico vs convenzionale)

Vengono cosi confermati i dati di bibliografia ([2Ey Berger 1996) che indicano una
relazione inversa tra attivita di concentrazionglidsoflavoni nel seme e temperatura e
una relazione diretta tra concentrazione di isaftave disponibilita idrica nel periodo
R6-maturazione.Complessivamentee le prove condatteondizioni convenzionali
hanno concentrato piu isoflavoni nel cotiledonepetto alle prove condotte in

agricoltura biologica (+7%). Fig(44.3)

2,8 -
---e--- convenzionale —a— Diologico
L 2,44
- {
(@)}
=
2 -
1,6 .

2005 2006

Figura 44.3 Produzione di isoflavoni totali nel catedone
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Figura 44.4 Andamento delle precipitazioni (&) ¢ d&a temperatura (b) nel 2005 e 2006
le fasi fenologiche sulla linea piu bassa sono rifee al 2005 sulla linea piu alta il 2006
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Figura 44.5 Rese medie periodo 2005 2006
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Analizzando complessivamente i dati nelle due an2805 e 2006 si &€ potuto constatare
come il 2005 sia stato un anno piu favorevole etitanulo degli isoflavoni, rispetto al
2006 (+16% 2005 vs 2006 tabella ). Il 2005 si dimlis dal 2006 per una maggiore
intensita delle precipitazioni nel periodo R1-RBE2mm in piu nel 2005 rispetto al
2006) e per la presenza di 4 grandinate che haompartato ingenti danni meccanici
alla coltura, inoltre nel 2006 la temperatura maukh periodo R1-R7 é stata di 0,5°C
inferiore rispetto al 2006 (Fig 44.4).

le piante coltivate nei due ambienti di coltivasormanno mostrato rese areiche
mediamente piu elevate a Legnaro rispetto a Popgoaei fig. 44.5

Le analisi della composizione in isoflavoni hannostnato che in assenza di stress di tipo
meccanico e in condizioni di temperatura e preagpini meno favorevoli (anno 2006) la
molecola con cui la pianta risponde prima ad umwade stimolo positivo (irrigazione di
soccorso) e la genistina con le sue diverse foreneate:

Nel 2006 la soia coltivata in condizioni biologicha sofferto un breve periodo di stress
idrico in fase R5, si € ricorsi ad una irrigaziotiesoccorso di 30 mm questo fattore
sembra sia bastato ad incrementare la produziosefthvoni totali nel biologico di circa
il 5% lI'aumento é relativo esclusivamente alla ondbenistina

Quando invece le condizioni a favore della sintBssoflavoni sono piu ampie (maggiore
disponibilita idrica, temperature piu basse, stoksgpo meccanico) come nell’'anno 2005
'incremento della sintesi di isoflavoni riguardal glassi di molecole

| danni meccanici sembrano essere associati admaggiore concentrazione di forme
agluconiche, le forme agluconiche sono le forméolgicamente piu attive, con maggiore
funzione antiossidante e fungistatiche.

Si é ottenuto dall'analisi statistica delle varietansiderate un coefficiente di variabilita >
27%, sono state individuate varieta a bassa coraz@omne di isoflavoni sia nel cotiledone
che nell’embrione e varieta ad elevata concentr&zio entrambe le strutture. Le varieta
a bassa concentrazione sono piu vocate per la pmuidi alimenti per I'infanzia le
varieta ad alta concentrazione sono invece medii@aabili per la produzione di
prodotti nutraceutici ad elevata concentrazionisafiavoni. (Fig. 45)

Si é riscontrato inoltre come la quantita di Iseflai concentrata nel cotiledone sia molto
piu elevata della quantita rilevabile nel cotiledoma essendo la massa del cotiledone
meggiore di circa 30 volte rispetto alla massa’em®lbrione la quantita totale prodotta
risulta maggiore nel cotiledone di circa 10 voitegruppo di maturazione non é risultato

legato alla diversa propensione all’'accumulo dilags@ni.
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La concentrazione di isoflavoni & stata determitraaite analisi HPLC.

2,5
Zen Denny
B63 Demetrélb‘Ilres

(@)] . .
£ AtlanticPacific 9 Fiume
) Giuliettajjlek g, Fukul
= asubl
S 154 B92 resit NiKir
o ) .
S Sakai Regir  Sekoia
= M10 Sarema
§ 1 4 Brillante Shama
- Safrana

0> ’ 0 v ente

9 11 13 15 17
les,

isoflavoni totali embrione mg/g

Fiaura 55 prod. | isoflavoni anno 200

attitudine nutraceutica (produzione di isoflavo(iigura 45)
L’effetto del gruppo di maturazione nelle variet@&s®e in considerazione non é risultato

significativo.

4.6 PROTEINA E ISOFLAVONI

Le varieta coltivate in condizione di agricolturmlbgica hanno concentrato mediamente
piu proteina delle varieta coltivate in condiziahiagricoltura convenzionale (Fig. 46)
mediamente +1,5% biologico vs convenzionale); Lsare proteina e risultata nei tre
anni di sperimentazione migliore in coltivazionelbgica una possibile spiegazione puo
essere cercata nella dotazione di sostanza orgaeicéerreno di Pozzoveggiani che
consentendo una migliore strutturazione favorista migliore aerazione dei noduli della

pianta e quindi una piu efficace nutrizione azotataresa proteica & stata mediamente
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sempre elevata a Pozzoveggiani sia negli anniiigickono stati stress (Estate 2006) sia
in anni in cui la resa/ha é stata elevata (200805 2

Si visto che le varieta coltivate concentrano latgna grezza con efficienza diversa in
funzione del gruppo di maturazione, in entrambiaghibienti di coltivazione il gruppo di

maturazione 0+ € caratterizzato da rese in protgiezza piu elevate.

medie con il 95% di significativita (LSD)

40,51 N

L
I

Legnaro Pozzoveggiani

% proteina grezza
w w S
© © o
(o] [{e] N
T T T
|

w
©w
w
T
|

w

{e]
T
|

Figura 46. a pozzoveggiani sono state raggiunte e proteina
superiori (medie 2005-2006)
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medie con intervallo di confidenza del 95% (LSD) medie con il 95% di significativita (LSD)
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Figura 47. i gruppi di maturazione piu produttivi sono stati quelli piu tardivi con particolare riferi mento
alle varieta 1+ dati 2007

L’anno 2005 e stato caratterizzato da 4 forti gnaai@ che hanno defogliato quasi
completamente la coltura nel periodo estivo, gfettif delle grandinate sono stati

particolarmente forti nella localitd Legnaro. Inegto luogo si € avuta anche una
parziale capitozzatura dei fusti. (Fig 47)

109



La prova a conduzione biologica nel 2006 ha sadfdrtun breve periodo di stress idrico, il

varieta Media Homogeneol
% P.G. s Groups
Shama 41,9956 |ab
B63 41,5589| bc
Sakai 41,5159 bcd
M10 41,4325| bcd
Safrana 41,3735| bcd
Nikko 41,1219| cde
Askasubi 41,1172 cde
Brillante 40,8536| cdef
Dekabig 40,8321| cdefg
Aires 40,8297 cdefg
Fukui 40,7545 defg
Giulietta 40,5622 efgh
Nikir 40,4357 efghi
Cresir 40,3716 efghi
Regir 40,1987 efghil
Sekoia 40,1518 efghil
Sponsor 40,1096 efghil
Atlantic 40,0636 efghil
Demetra 40,0339 ghil
Denny 39,866 hil
Hilario 39,7678 hilm
Magnum 39,7611 hilm
Zen 39,6854 ilmn
Pacific 39,6775 ilmn
B92 39,5084 Imn
Ales 38,9712 mn
Cinima 2Q aNnA” N

Tabella 21. resa in P.G. anni 2006-2007

terreno di prova era terreno argilloso di riporto
che ha perso velocemente la struttura creata con
le lavorazioni

A meta luglio 2006 &€ stata necessaria una
irrigazione di soccorso.

Lo stress colturale quando si é verificato ha
omogeneizzato il comportamento dei vari
gruppi di maturazione per quanto riguarda la
resa in proteina.

[l biennio 2006-2007 € risultato tuttavia un
periodo quasi privo di stress ambientali questi
ultimi infatti quando si sono verificati sono stati
di lieve entita.

Lo screening varietale per la produzione di
proteina mediato negli anni 2006 e 2007 ha
evidenziato la presenza di alcune varieta
particolarmente produttive come Askasubi
Giulietta, B63, Dekabig, M10, e Sakai queste
varieta hanno avuto rese in proteina
costantemente superiori al 40% e sono risultate
essere poco influenzate dal metodo di
coltivazione. Sakai, Shama, B63, M10 Safrana
e Nikko si sono rivelate varieta molto
produttive per la resa in proteina (>40%) e
sensibili al metodo di coltivazione biologico
(Tab. 21).

Queste ultime varieta si trovano infatti nellatpatestra del grafico di fig. 48. sono varieta

con una elevata interazione varieta*metodo di wafione*localita. Alcune varieta

come Indian, Cresir Sekoia e Sarema sono risudtipeche rispetto ai risultati generali

dellesperimento, esse hanno tratto maggior beweftal metodo di conduzione

convenzionale anche se hanno mostrato un bas$lo ldrenterazione con il metodo di

coltivazione.

Le varieta Fiume, Ales, Regir e Pacific sono statelle con resa proteica piu modesta
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pur evidenziando un buon incremento di resa itema grezza se coltivate con metodo

biologico.
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Figura 48 2006 resa in proteina negli anni 2006 €7, nel grafico in alto sono rappresentate le mealdi
% P.G. nel grafico in basso le differenze di %.P.Gra Biologico e convenzionale, le varieta sono oirthte
Per differenza di resa proteica fra i due ambientdi coltivazione
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2005 converzionale
2006c. Tatde _ng g C=7,61158 - 0,147414°2006c. Adtaine/o

proteine®o

[] tot. isof. oot. ngg-1

2006 corwerzionde

20050 Proteinadt = 42,5502 - 1,85623° 200560, Toale_C
T T

proteina %
2§

[ -
a
/

L . . |

o7 1 1.2 1.5 19 22 2.5

Oisof. tot. cot. mg g -1

2006 bidogco
2006h Arateineo=42,1071 - 0,416864*Tatde C

proteina%o

[] tot. isof. cot. ng g1

2005 bidogico
2006h Prateine/o= 42,5649 - 0,560296°2006h Tatdle_ng g C

proteinelo

a9 13 17 21 25 29 33
[] totisof. mgg-1

= -1,5952x + 40,334
R?=0,2352

y =-1,8568x + 42,556
R?=0,5007

=-0,4169x + 42,107

R?=0,0712
=-0,5693x + 42,565
R?=0,0606

Fiaura 49 correlazione tra [1 di isoflavoni totali nel cotiledone e %P.G. del seme inte

La correlazione totale di Isoflavoni e resa prde risultata compresa tra il 7% ed il 50%

in funzione del luogo e dellanno di coltivazion&id. 49) i valori migliori di

correlazione si sono ottenuti in condizione di igaltione convenzionale in condizioni

cioe in cui la resa proteica non ha raggiunto la sassima espressione. E’ verosimile

che la correlazione tra queste due variabili aunsahd quando la competizione per la
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fenilalanina diventa critica. Se la pianta si tranaondizioni favorevoli alla produzione di
proteina & verosimile che venga sintetizzata amebka fenilalanina in questo modo la
via degli isoflavoni e il processo di sintesi progenon entrano in competizione.

La sintesi di composti strutturali utilizza anclaevia dei fenilpropani, in una situazione in
cui la pianta si trova in condizioni per cui la guzione di granella viene massimizzata
essa destina una parte della sua energia (potkreente) alla produzione di composti
strutturali ad esempio Lignina. La quantita di falsinina potenzialmente disponibile per
il processo di sintesi proteica e per la produzidnisoflavoni si riduce e il processo di
sintesi degli isoflavoni potrebbe competere maggearte con il processo di sintesi

proteica.

4.7 EFFETTO DELL'IRRIGAZIONE

4.7 1 Produzione di isoflavoni totali

Dall’analisi statistica sono stati ottenuti ristitaempre altamente significativi: € stato
riscontrato che Ales concentra piu isoflavoni totdi Nikir, +23% e +27%
rispettivamente sulle ramificazioni e sul fuste#&bs Nikir, (Fig. 50). Le ramificazioni
inoltre hanno prodotto seme con maggiori concernadi isoflavoni, +27% in Ales
ramificazioni vs fusto, +22% in Nikir rispettivamerramificazioni vs fusto (Fig. 51).

L’irrigazione ha prodotto un effetto positivo salfcumulo di isoflavoni, soprattutto sulle
ramificazioni, +15% e +8,5% ramificazioni vs fust®jg. 51). L’apporto di azoto tardivo ha
comportato un abbassamento lieve del tenore itaigmii sia nel fusto principale che nel fusto
laterale. Di circa il 5%. La molecola d’acqua € essaria nella linea metabolica dell'acido
scichimico (maffei) nella reazione di condensaziofia [Ieritrosio-1-4-difosfato e |l
fosfoenolpiruvato per produrre il progenitore dioudei due fenili necessari per formare una
molecola di isoflavone. Un migliorato flusso floetea potrebbe inoltre trasportare dai noduli
(in fase ormai di senescenza) una maggiore quatititdolecole di origine batterica prodotte
solo con concentrazioni basse di azoto nel nodzgpifosa e al) e in grado di stimolare la via
biosintetica degli isoflavoni

Gli effetti di interazione maggiormente presend fe variabili allo studio sono quelli fra I'effett

dellirrigazione e le ramificazioni

113



2,85 1

= 2,05 - ¢
g
< Ales
o m Nikir
"
1,25 ' L .
Ramificazioni Fusta

Figura 50 Ales e Nikir concentrazione di isoflavointotali nel fusto e nelle ramificazioni
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Figura 51.b. effetto della concimazione sulla [] of. Totali nel cotiledone
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I'effetto dellirrigazione e della concimazione devabile anche sulla composizione in

isoflavoni dell’embrione e del cotiledone:
A livello cotiledonaresi osserva che i fattori irrigazione e concimagiosono stati

significativi nel far variare Anche le varie clasdi isoflavoni. (composizione).
Complessivamente le forme genistiniche si sono ratstpiu sensibili al fattore
irrigazione mentre le forme daidziniche si sono trads sensibili sia al fattore
concimazione che irrigazione.

Le molecole agluconiche si sono rivelate interesgagr discriminare le condizioni di
irrigazione e concimazione, la daidzeina e infetisibile al fattore concimazione e non
al fattore irrigazione, la genisteina € sensibiée gontro solo al fattore irrigazione. La
genisteina inoltre & variata in modo inverso rigpet tutti gli altri tipi di isoflavoni,
viene prodotta in concentrazioni maggiori in comtiz di stress.

Un’altra molecola interessante e stata la malonikjma che € risultata variare solo in

relazione al fattore irrigazione.
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Cotiledone Daidzina

Fonti variabilita |Somma quadr.|gl F P
tra gruppi 0,3283 13 0,025 27,47|0,00001
errore 0,0459 50 0,000Pp
Totale 0,3743 63
0,25F 9 026F
g 1 0.24F 1
oz E I 022F
s 0L 1 s 02F
é 019F E 5 o018F
8 0a7f ] 3 o1 ’
T o T
013F B 01k
ramificazioni principale Al Ni
variété
Medie con il 95% di significativita
0,21 - 0,21F
021 3 021
g o019F I B £ 019f I
E 0,18 - 7 E 0,18 - I
017 I b 0,17+
0,16 & | 0,16 =
Irrigato Asciutto concimato non concimato
Fonti variabilita |Somma quadfgl Media quadr.|F P
fusto 0,1008 1 0,1008 109,61 0,0000
varieta 0,1969 1 0,1969 214,12 0,0000
irrigazione 0,0068 1 0,0068 7,49 0,0086
concimazione 0,0033 1 0,0033 3,66 0,0615
fusto*varieta 0,0122 1 0,0122 13,28 0,0006

Figura 52. risposta della daidzina nel cotiledonedhalcune variabili agronomiche: fusto, varieta, irr., conc.

Sono stati mostrati solo i parametri significativi
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CotiledoneM.Daidzina

Fonti variabilita| Fonti variab. |Somma quadr. |gl F P
tra gruppi Model 1,4382 13| 0,1106 22,99 |0,0000
errore Residual 0,2405 50, 0,0048
Total Total (Corr.) | 1,6788 63
Medie con il 95% di significativita
025F B 026F
L E 024F ER
0'235 I 022F
g AL ] s 02f
é 019F E = o18f
8 0a7f 1 . 0'162
T ; o T
013F B 01f
ramificazioni principale Al Ni
variété
vita ativita
0,21 B 0,21
021 T 0,2
g 0191 I B £ 019 I
E 0,18 bl E 0,18 I
0,17 I 7 0,17
0,16 & | 0,16
Irrigato Asciutto concimato non concimato
Fonti variabilita |Somma quadr|gl |Media quadr.|F
fusto 0,2211 1 | 0,2211 45,96 0,0040
varieta 1,0110 1 | 1,0110 210,12 0,00Q0
irrigazione 0,0807 1 | 0,0807 16,79| 0,0002
concimazione 0,0099 1| 0,0099 2,07 0,1567
fusto*varieta 0,0239 1 | 0,0239 4,98 0,0302
fusto*irrig 0,0243 1 | 0,0243 5,06 0,0290
fusto*irrig*conc. | 0,0407 1 | 0,0407 8,46 0,0034

Figura.53. risposta della M.daidzina nel cotiledonead alcune variabili agronomiche: fusto, varieta, iir.,

conc. Sono stati mostrati solo i parametri signifiativi
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Daidzeina

Fonti variab. |Somma quadr. |gdl F P
tra gruppi 0,0020 13| 0,000161 4,49 |0,0001
errore 0,0017 50 [ 0,000035
Totale 0,0038 63
(X 0,001) (X 0,001)
17F 3 21F
16} ] 19 I
g © 17;
£ 15p | £ F
g 8§ st
8 ] 8 13 ,
13F 1 11; I
12 E o
ramificazioni principale Al Ni
x 0,00117) - - 0,02F
16 i I
£ 15t s £
g 20,015
8 14t g 8
13 4 I
12t 4 0,01 £
irtiguo asciutio concimato non concimato

Fonti variabilita Somma quadr. |gl [Media quadr. F P

tige 1,5625E-8 1 1,5625E-8 0,00 0,9834
fusto 0,00087 1 0,000877 24,44 0,0000
varieta 0,00001 1 0,000017 0,47 0,4944
irrigazione 0,00040 1 0,000405 11,28 0,0015
concimazione 0,00005 1 0,000050 1,41 0,2400
fusto*irrig 0,00041 1 0,000415 11,56 0,0013

Figura 54. risposta della Daidzeina nel cotiledone ad alcuneaviabili agronomiche: fusto, varieta, irr.,

conc. Sono stati mostrati solo i parametri signifiativi
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Genistina

Fonti variab. |Somma quadr. |gl F P
tra gruppi 0,0950 13| 0,00731 10,83 [0,0000
errore 0,0337 50| 0,00067
Totale 0,1288 63
0,18 |- 0,18
2 0,16 I 2 0,16 I
2 g
g 0,14 | g 014
E 0,12 I § 0,12 I
01 0,1
ramificazioni principale Al Ni
0,18 - 0,18
-—b« 0,16 - ; 0,16 I
2 1 z
g 014 I g 014
é 012+ § 0,12 I
01l 01
irriguo asciutto concimato non concimato
Fonti variabilita Somma quadr. (gl |Mediaquadr. |F P
fusto 0,0432 1 0,043212 63,97 0,0000
varieta 0,0243 1 0,024375 36,08 0,0000
irrigazione 0,0024 1 0,002437 3,61 0,0632
concimazione 0,0201 1 0,020199 29,90 0,0000
fusto*varieta 0,0026 1 0,002665 3,95 0,0525

Figura 55. risposta della Genistina nel cotiledone ad alcuneaviabili agronomiche: fusto, varieta, irr.,

conc. Sono stati mostrati solo i parametri signifiativi
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M.Genistina

Fonti variab. |Somma quadr. |gl F P
tra gruppi 0,3820 12| 0,0318 8,41 |0,0000
errore 0,1931 51| 0,0037
Totale 0,5751 63
medie con il 95% di significativta mede conil 99%d sigrificativia
0,77 r I B 077F
o73f ] om|
é 0,69 f 4 :‘E i
LA § " i 1
0,65 B =
F I 065}
0611 ]
ramificazioni principale 061k
A Ni
medie con il 95% di significativta mede conil BY%d significativia
0,75F = O7SF
0,73 — I ] oBf
g o7 F ] g o7Lf I
'§ 0,69 — ] § o®r I
= 0670 ] = o
r I 05k
0,65 e
r o0&k
0,63k B conGineto noncandineto
irriguo asciutto
Fonti variabilita ~ |Somma auadr. lal |[Media quadr. [F P
fusto [, . 0,25150 66,41 0,0000
varieta 0,0012 1 0,00127 0,34 0,5639
irrigazione 0,0970 1 0,09703 25,62 0,0000
concimazione 0,0049 1 0,00493 1,30 0,2590
fusto*varieta 0,0001 1 0,00018 0,05 0,8241
fusto*irrig 0,0123 1 0,01232 3,25 0,0772

Figura 56. risposta della M.genistina nel cotiledoa ad alcune variabili agronomiche: fusto, varietajrr.,

conc. Sono stati mostrati solo i parametri signifiativi
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Genisteina

Fonti variab. |Somma quadr. |gl F P
tra gruppi 0,00069 12| 0,00005768 8,15 [0,0000
errore 0,00036 51| 0,00000707
Totale 0,00105 63
medie con il 95% di significativta
(X 0,0001) (X 0,001)
139 F 14F
129 F I 132, I
o 19F g 12F
:% 109 [ é 11 ;
& sl & 5 f
8ol I 9 , I
79E 8L
ramificazioni principale Al Ni
medie con il 95% di significativta nede conil %%d significativa
o o
12F I 1 13k
115F E
g El « 1I0F
s 11f E £
£ 10sF E % o)
(0] 3 c
10 E & 104k
95F I e
3 101
9E 4
irmiguo asciutto &l
concineto NON CONCiITeto
|
Source Sum of Squares |Df [Mean Square F-Ratio |P-Value
fusto 0,000244 1 0,00024 34,49 0,0000
varieta 0,000221 1 0,00022 31,26 0,0000
irrigazione 0,000050 1 0,00005 7,17 0,0099
concimazione 0,000001 1 0,0000012 0,18 0,6742
fusto*varieta 0,000050 1 0,0000507 7,17 0,0099
fusto*irrig 0,000034 1 0,0000345 4,88 0,0318
irrigazione*conc. 0,0000345 1 0,0000345 4,88 0,0318|

Figura 57. risposta della Genisteina nel cotiledone ad alcuneariabili agronomiche: fusto, varieta, irr.,

conc. Sono stati mostrati solo i parametri signifiativi
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Figura 58. Split split plot: principali effetti di interazione

La composizione in isoflavoni dellembrione nellarieta Ales e Nikir € stata

valutata con l'analisi della varianza, i risultaportati nelle tabelle 22-24 sono

relativi all'lannata 2006.

tipo di isoflavone

Tipo di effetto

risultato

Daidzina

Fusto

laterale>principale ***

Varieta Nikir >Ales ***
irrigazione NS
Concimazione Concimato<non concimato ***
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M.Daidzina Fusto laterale<principale***
Varieta Nikir<Ales***
irrigazione NS
Concimazione NS
Daidzeina Fusto NS
Varieta NS
irrigazione NS
Concimazione concimato<non concimato***

Tabella 22 risposta delle forme daidziniche dell’embrione ad kune variabili agronomiche: fusto, varieta,

Irr., conc.
tipo di isoflavone Tipo di effetto risultato
Genistina Fusto NS
Varieta Ales>Nikir ***
irrigazione NS
Concimazione Concimato<non concimato ***
M.Genistina Fusto NS
Varieta NS
irrigazione Asciutto>irriguo ***
Concimazione Concimato<non concimato ***
Genisteina Fusto NS
Varieta NS
irrigazione Asciutto>irriguo ***
Concimazione concimato<non concimato***

Tabella 23 risposta delle forme genistiniche dell’embrione adlcune variabili agronomiche:

fusto, varieta, irr., conc.
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tipo di isoflavone

Tipo di effetto

risultato

Glicitina Fusto Laterale>principale***
Varieta Ales>Nikir ***
irrigazione Irriguo>asciutto ***

Concimazione

Concimato<non concimato ***

M.Glicitina Fusto NS
Varieta Ales>Nikir ***
irrigazione NS
Concimazione NS
Gliciteina Fusto NS
Varieta Ales>Nikir ***
irrigazione NS
Concimazione NS

Tabella 24.risposta delle forme glicitiniche dell’lembrione adalcune variabili agronomiche:

fusto, varieta, irr., conc.

Nell’embrionesi osserva una maggiore incidenza dei fattori ngnifgcativi, i fattori allo

studio sono meno capaci di far variare la concerng di isoflavoni in questa parte di
pianta quando gli effetti sono significativi si esgno variazioni simili a quelle
osservate nel cotiledone tranne in alcuni casiirNilntetizza piu malonildaidzina di
Ales e soprattutto nei semi portati dal fusto eesiriscontrato un aumento di
malonilgenistina in condizioni di assenza di irdgme.

Analizzando i dati di coltivazione biennale del ganvarietale alla luce delle variazioni
osservate sulla prova d’irrigazione limitatamenll@ aomposizione in isoflavoni del
cotiledone si puo vedere che nel 2005 la malonigera (sensibile solo all’irrigazione
nella prova d’irigazione) ha una concentrazione plavata rispetto al 2006, la
daidzeina sensibile alla concimazione ha una cdra@one minore nell’ambiente di
coltivazione biologico indicando potenzialmente unggliore dotazione di azoto del
terreno. La genisteina che aumenta di concentraziorcondizioni di stress ha valori
molto piu elevati nella prova condotta in condizioonvenzionali rispetto alla prova
condotta con metodo biologico. e valori piu eleval 2005 rispetto al 2006. Queste

due ultime situazioni vengono confermate cometleagioni di maggiore stress.

124



isoflavone 2006 2005 incremento  Signific.
Genistina 0,14 0,26 46% ok
Daidzina 0,16 0,25 36% Hoxk
Malonilgenistina 0,66 0,81 19% bl
Malonildaidzina 0,55 0,61 10% ok
Genisteina 0,0011 0,0032 66% hkk
Daidzeina 0,0098 0,0260 62% Hoxk
Totale 1,70 2,02 16% rxk

isoflavone Bio Conv. incremento

Genistina 0,19 0,22 14% ok
Daidzina 0,19 0,22 14% ok
Malonilgenistina 0,72 0,76 5% *k
Malonildaidzina 0,56 0,60 7% b
Genisteina 0,0016 0,0028 43% ok
Daidzeina 0,0140 0,0220 36% Hohk
Totale 1,80 1,93 7% Ak

Tabella 25. Cotiledone valori biennali di concentraione di isof. Totali mg g-1

4.7.2 Analisi delle ureidi durante la fase del ciclo

Analizzando le ureidi fogliari (dati 2007) durarngefase del ciclo si € notato per le due

varieta il classico andamento a sigmoide, solaméntfase R4 si ha una differenza

statisticamente significativa fra le varieta nallige fasi non si notano differenze, si nota

invece una differenza statisticamente significative le tesi irrigate e le tesi non

irrigate,

umol ureidi g-1 s.s. fogliare

Figura 58.2 [ureidi] pmol g in funzione della fase del ciclo
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l'irrigazione migliorando le condizioni pedoclimelie stimola un aumento delle
dimensioni della radice (maggiore attivita del céhhbil flusso xilematico e floematico
migliora e una maggiore concentrazione di ureidiggmo trasportati a livello delle
foglie. Anche se in condizione di irrigazione nomnezgono differenze tra la
concentrazione di Ureidi fogliari di Ales e Nikirwverosimile pensare che il flusso di
Ureidi sia piu veloce in Nikir rispetto ad Ales, Kii infatti ha evidenziato diametri
radicali maggiori in tutti gli orizzonti in condiani di irrigazione (Fig. 62). la velocita
del flusso in un condotto € proporzionale alla tpgrotenza del raggio, (Legge di
Poiseuille, Taiz. L Geiger E. 1991) il flusso xiatico € connesso al suo diametro
(Génard M et Al) é strettamente connesso al fldesamatico. Nikir ha inoltre ha una
maggiore propensione alla produzione di proteing.6B) e dunque una maggiore
“forza di sink metabolico” a livello dei semi.

L’analisi delle ureidi a livello dei noduli effetita in fase R4 non ha evidenziato differenze
tra tesi irrigue e non irrigue ma una forte diffeza tra le varieta.

Ales ha prodotto dei noduli con una concentrazioweglia di ureidi inferiore a quella di
Nikir. (I noduli di Nikir hanno una forza di"sourt@iu elevata che in una prima fase si
puo vedere nella legge di Fick almeno due componefitequazione di Fick (, Taiz. L
Geiger E., 1991) son piu alti nei noduli di Nikispetto ad Ales: concentrazione e

carica.

Legge di Fick

Pot.std carica
K, = 4 +RTINC, +ZFE+V,P

Concentrazione pressione

potenziale

Legge di Poiseuille

" AP
velocita= —-—
Ax
Le analisi morfofisiologiche dell'apparato noduldranno mostrato in che Ales tende a
produrre un numero inferiore di Noduli e di pitmgadimensioni mentre Nikir produce
mediamente piu noduli e di dimensioni piu ridofigy( 61 a,b), questi dati confermano
guanto osservato dall’Analisi delle ureidi effeteiaui Noduli, (Fig. 59) un numero

maggiore di noduli di ridotte dimensioni consenteadere una maggiore superficie
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esposta all’aria e quindi presumibilmente una fiicace diffusione dell’N atmosferico
allinterno del nodulo che comporta una piu effite sintesi di ureidi. Riassumendo si
puo dire che Nikir sia un sistema piu dinamico desAmaggiormente in grado di
rispondere alle variabili agronomiche,

Ci sono studi (Espinosa, Carrol et Al) che mostraame alcuni trascritti genici in grado
di attivare la via biosintetica degli isoflavoni mantano al diminuire della
concentrazione di azoto nel nodulo.

Una condizione di bassa efficienza dell’apparatalutere (“maggiore primitivita”)
potrebbe favorire da R6 in poi la produzione di ecole attive sulla via metabolica
degli isoflavoni che dai noduli potrebbero esseasferite alla parte aerea della pianta.

in Nikir il diametro radicale (m) risulta maggiore in tutti gli orizzonti di teme in
condizioni irrigue (media dei valori: 266n) rispetto all'asciutto (media dei valori: 206
um) (Fig. 62)

Nella varieta Ales i diametri radicali non risultainfluenzati dalla tesi presa in esame,
presentando valori quasi identici: diametro medi@sciutto 17Jum e in irriguo 212

um, ad eccezione degli orizzonti centrali. (Fig. 63)

s 8 8 8

S

o

)
(7]
—
(o))
3
5
=
ks
S

Figura 59. concentrazione di ureidi nei noduli Alews Nikir
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Figura 61a area media dei noduli Ales vs Nikir
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Figura 61. b) In basso n° dei noduli in 10 piante Kes vs Nikir

Nikir presenta in tutti gli orizzonti di terreno leai di RLD maggiori in condizioni di
asciutto rispetto all’irriguo. La media dei valali RLD in asciutto € infatti di 3,79 cm
cm-3, mentre quella in irriguo € di 2,82 cm cm-R§y(f64)

In Ales invece, ad eccezione del primo orizzontetedreno, i valori di RLD si sono
dimostrati indifferenti all’irrigazione: in condiani di asciutto media dei valori di RLD

uguale a: 3,17 cm cm-3 mentre in irriguo 3,61 craXr(Fig. 65)
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Figura 62. Diametri radicali di Nikr.
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Figura 63. Diametri radicali di Ales
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Figura 64. Nikir densita di lunghezza rdicale
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Figura 65. Ales densita di lunghezza rachile

4.8 COLORAZIONE DELL'ILO

I'analisi dell'intensita della colorazione dell’ilnelle principali varieta coltivate nel 2005 e 2086
stata effettuata in quantosi € scelto di valutarecaratere di “primitivitd” come la colorazione
dell'llo.

La colorazione del seme di soia e considerata wamatteristica ancestrale, anticamente molte
leguminose avevano un seme di colore scuro chegtiva la mimetizzazione del seme dopo la
deiscenza.

Si e cercato di vedere se era possibile trovareconaelazione tra il livello di espressione della
colorazione del seme e la concentrazione totakoélavoni, Si e ottenuta una buona correlazione
(R’=70%) tra l'intensita del grigio e il contenutodts di isoflavoni nel cotiledone, (Fig. 66) la

correlazione con il contenuto di isoflavoni totadil’embrione non é risultata significativa.
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Figura 76. correlazione tra intensita del grigio disof.tot.] cotiledone

n°di pixel
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livello di grigio

Figura 67. intensita di colorazione di grigio per te diverse
varieta

Le varieta ad ilo pit scuro (ilo con un numero sigre di pixel intensamente colorat)
contengono mediamente un tenore piu elevato dasmrfi nel cotiledone

4.9 EFFETTO DEL DIVERSO TIPO DI TERRENO

Dai dati di analisi degli isoflavoni della varigtékir coltivata su 4 tipi diversi di terreno

differenze significative si sono riscontragelamente nel contenuto totale di isoflavoni del
cotiledone fra il terreno sabbioso e torboso nardst la differenza sia stata minima
(0,3 mg ¢) (Fig. 68). Il terreno sabbioso & un terreno im gli apparati nodulari
soffrono condizioni di stress, il terreno torbosiméece un terreno che tende a rilasciare

composti azotati e che come gia notato con la coazione azotata inibiscono la sintesi
degli isoflavoni ,
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Figura 68. Nikir contenuto di isoflavoni totali nel cotiledone
in 4 tipi di terreno.

Prendendo in considerazione invece la composiziensingoli isoflavoni si vede come
sia nell’embrione che nel cotiledone le forme aghiche, gli isoflavoni cioé piu
attivi come fitoalessine (Genisteina, Daidzeina dicitgina) si concentrino

maggiormente in terreni pesanti.

Il terreno di tipo argilloso normalmente e un teoehe trattiene di piu I'umidita e che
consente un piu intenso sviluppo dei parassiti ifunta pianta come meccanismo di

difesa produce flavonoidi di tipo agluconico. (Tab.e 27)
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Suolo numero Mg g-1 Gruppi o] Suolo numero Mg g-1 Gruppi ofn.
Mi 417,2945 |a Mi 413,417 |a
Sa 46,9235 [ab Ar 413,233 |b
Ar 416,881 b Sa 43,212 |b
To 416,6215 | b To 413,111 |b

Malonil-daidzina E. LSD 0,397454

M.glicitina E. LSD 0,150423

Suolo  |numero |[Mgg-1 | Gruppiom.| | Suolo numero |Mgg-1 | Gruppi
om.

To 40,0545 |a Ar 410,007 |a

Ar 410,052 (a To 410,007 |a

Mi 410,051 |ab Sa 4(0,0065 |a

Sa 40,0435 |b Mi 410,0045 |b

Daidzeina E. LSD 0,00827282

Genisteina E. LSD 0,00188691

Suolo numero |Mgg-1 [Gruppiom.
Mi 410,033 |a
Ar 4(0,0325 |a
To 4(0,0265 |ab
Sa 4(0,0215 (b

Gliciteina LSD 0,0073215

Tabella 26 isoflavoni delllembrione che hanno mosito differenze significative di concentrazione
nella varieta Nikir coltivata in 4 terreni diversi, le tabelle in giallo rappresentano le forme
agluconiche.
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Suolo numero | Mgg-1| Gruppiom. Suolo numero | Mg g-1 Gruppi
om.
Sa 4 0,0955a Sa 4 0,418 a
Ar 4] 0,082[b Mi 4(0,3675b
Mi 4| 0,079lab Ar 4| 0,349|b
To 4 0,069(c To 4 03|c
Daidzina LSD 0,0104965 Malonil Daidzina LSD=0,0483878
Suolo numero |Mgg-1 [Gruppi om. Suolo numero | Mg g-1 Gruppi
om.
Ar 4( 0,0085a Sa 4 0,543 a
Sa 4| 0,0075ab Mi 4(0,5395a
To 4| 0,005/b Ar 410,4829b
Mi 4| 0,0045b To 4| 0,461|b
Daidzeina LSD 0,00329835 M.genistina

Suolo numero |Mgg-1 |[Gruppi om.

Ar 41 0,005a
Mi 4 0,004|b
Sa 4 0,004|b
To 4 0,004|b

Genisteina LSD 0,000889499

Tabella 27.isoflavoni del cotiledone che hanno mostrato diffanze significative di concentrazione
nella varieta Nikir coltivata in 4 terreni diversi, le tabelle in giallo rappresentano le forme
agluconiche.

Un ulteriore tipo di confronto e stato eseguitoretamdo i parametri delle analisi
chimiche del terreno dei 4 lisimetri con la concapibne di isoflavoni totali
nell’embrione e nel cotiledone. Per ognuno deis#letri sono stati correlati i dati
provenienti dall’analisi del terreno con quelli pemienti dalle analisi degli
isoflavoni sui semi prodotti dalle piante coltivadal lisimetro stesso. Sono state

eseguite due repliche di analisi di isoflavoni pi@scun lisimetro.
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Dal confronto dei dati si € visto che le varialsitimiche del terreno sono in grado di
influenzare solamente il contenuto di isoflavoni eailedone. Complessivamente si
e potuto riscontrare che terreni ricchi di elemeniiritivi di sostanza organica e con
una elevata capacita di scambio cationico tendashepamere la sintesi di isoflavoni
totali nel cotiledone.

Il terreno sabbioso dunque favorisce una piu eteeahcentrazione di isoflavoni totali
nel cotiledone. | parametri del terreno che sonoglime correlati con la
concentrazione di isoflavoni nel cotiledone sorapacita di scambio cationice?:
99,7%) (Fig. 69) contenuto di calcio scambiabifé £ 98,22%) (Fig. 7ogontento totale di
sostanza organic&?€ 98,06%) (Fig. 71) e contenuto di azoto totaké £ 89,9841) (Fig.
72)il parametro che meglio si correla con ilconenditisoflavoni del cotiledone € la
capacita di scambio cationico, una caratteristioan @escrive le proprieta colloidali

del terreno. Terreni con

mg g-1 isof.tot. cotiledone = 1,20-0,007 C.S.C. calc.

1,17

1,12

1,07

1,02

mg g-1 isof. tot.

0,97

0,92

S
(@)

10 20 30
C.S.C. meq

o F

Figura 69. andamento della [isof.tot.cotiledonarijn funzione della C.S.C. del tereno i punti da sntsa
a destra rappresentano rispettivamente il terreno abbioso, medio impasto, argilloso e torboso)

elevate dotazioni colloidali sono meno adatti aticate soia per la produzione di
isoflavoni, la capacita colloidale del terreno pett@ alla pianta di ricevere con
gradualita e regolarita gli elementi nutritivi imrfizione delle varie fasi, se la frazione
colloidale del terreno € poco efficiente il rifammeénto regolare di elementi nutritivi

alla pianta & impedito e la pianta piu facilmeni® phcorrere in situazioni di stress.
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mg g-1 isof.tot. cotiledone = 1,17861 - 0,0000372026*[C.S.]
1,17 = ' ' ' =

1,12 - -
1,07 - -

1,02 - -

mg g-1 isof. tot.

0,97 -

0,92 - 1 1 1 ° 17
2 4 6
calcio scambiabile mg Kg-1

o

8
(X 1000,0)

Figura 70. andamento della [isof.tot.cotiledonarijn funzione del calcio scambiabile del
terreno i punti da snistra a destra rappresentano ispettivamente il terreno sabbioso, medio
impasto, argilloso e torboso)

mg g-1 isof.tot. cotiledone = 1,23 - 0,082*[S.0.]
1’17 T S T T T T_]

1,12+ _

1,07

1,02+

mg g-1 isof. tot.

0,97 |-

0,92 |, . . . ° .

%S.0.

Figura 81. andamento della [isof.tot.cotiledonarijn funzione della % S.O.
del tereno i punti da snistra a destra rappresentam rispettivamente il terreno sabbioso,
medio impasto, argilloso e torboso)

137



mg g-1 isof.tot. cotiledone = 1,22925 - 1,439*N totale]
1’17 T . T T T T ]

1,12

1,07

1,02

mg g-1 isof. tot.

0,97

0,92 1 1 1 1 ! 2 T
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Figura 72, andamento della [isof.tot.cotiledonarijn funzione della % N totale del tereno i punti da
shistra a destra rappresentano rispettivamente ildrreno sabbioso, medio impasto, argilloso e
torboso)

| parametri del terreno che esprimono la dotazidnelementi nutritivi (azoto totale,
fosforo totale, potassio solubile, magnesio scahilelp hanno una percentuali di

correlazione inferiori con la concentrazione dflseoni nel cotiledone.
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5 Conclusioni

Le strutture piu efficaci nelllaccumulo degli isafloni sono i cotiledoni e i semi portati
dalle ramificazioni inoltre la concentrazione doflavoni nel cotiledone é sensibile ad
alcune importanti variabili climatiche(temperatwaprecipitazioni) e agronomiche (es.
irrigazione e concimazione N, capacitd di scambatiooico, calcio scambiabile e
dotazione di sostanza organica);

La coltivazione in terreni sfruttati con bassi teno sostanza organica e con bassi valori di
capacita di scambio cationico & auspicabile al flela produzione di isoflavoni nel
seme, la pratica di coltivazione convenzionale

Sembra dunque adattarsi meglio alla coltivazionk deia per la produzione di isoflavoni.

Il panorama varietale italiano ha evidenziato umecrdta variabilita per la capacita di
concentrare isoflavoni, suggerendo che la sceltetaée puo risultare fondamentale per
nuovi obiettivi di qualita;

Caratteri di “primitivita” della coltura (scurezzagell'ilo, incapacita di risposta ad input
agronomici, apparato nodulare poco efficiente) gami associati ad una buona
produzione di Isoflavoni.nel cotiledone

Le varieta di soia che rispondono peggio aglio frggronomici difficilmente hanno elevate
rese in Proteina nonostante questo il basso griaclirreélazione tra la resa in proteina e la
resa in isoflavoni permette di conservare il buemote proteico della semente come uno
degli obiettivi da tenere in considerazione a livg@roduttivo.

Non essendo possibile effettuare una raccolta anidai palchi laterali si suggerisce di
ridurre la densita di semina per aumentare la iaazifone della pianta.

La possibilita di simulare un danno da grandine owzzi meccanici al fusto potrebbe
essere un’ipotesi oggetto di futuri studi.

Sono auspicabili ulteriori studi che circa il rapgointercorrente tra le variabili del terreno
e la capacita della pianta di soia a concentraiftaigoni.
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