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Le proprieta tecnologiche del frumento sono uniche




Le proteine della cariosside

Le proteine della cariosside sono classificate in diversi gruppi in relazione alle loro caratteristiche di estraziong
solubilita in diversi solventi ((sborne [924)-

N\ 1 25% delle proteing toiali syolgono
——> Albumine: Solubili in acqua runli fisinlogici si aceumulano nellz
eallule dello strato alzuronico, nel
> nerme g nei rivestimenti estarn]
dzlla carinsside

—>  [Llobuline solubili in soluzioni saline di NaCl

Il 75% dellz proteing totali sono
oroteing di riserya accumulaie
orineipalmeniz nell'endosperma, ricene
> di Pro 2 Bln (15% & 35%) 2 quindi

definitas come grolaming

——> Lliadine solubili in 70% EtOH

—> Llutenine: solubili in soluzioni debolmente acide o basiche




Le gliadine e le glutine costituiscono il

cosiddetto GLUTINE




LBLOTINE
L& massa coesiva cne rimane dooo |a rimozione di proteine
idrosolunili 2 carooidrati tramite lavagyi acquosi

IL GLUTINE HA PROPRIETA’ VISCOELASTICHE UNICHE



Le gliadine sono monomeriche, mentre le glutenine sono polimeri stabilizzati
da ponti disolfuro intra- ed inter-molecolari

Gas bubble

Glutenin
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Pit grandi sono i polimeri gluteninici.....

..migliori sono |e proprieta visco-elastiche degli impasti....

... migliore 2 la qualita tecnologica
(in linea di massima)




COMPRENSIONE E MIGLIDRAMENTO DELLA BUALITA TECNOLOGICA

Ingegneria cromosomica

Il trasferimento di segmenti cromosomici alien portanti dei geni che si desidera introdurre (Sears, EIE

1972)



Introgressione degli alleli 5/z-0/(coppie 2+12 o 3+10) nella cultivar di grano duro Svevo

2+10: forma polimeri gluteninici di

dimensioni standard ed & presente in
frumenti teneri da biscotti

a+10: forma polimeri gluteninici di
dimensioni molto grandi ed & presente
in frumenti teneri di forza, per pane e
pizza



Effetti sulla qualita tecnologica misurato con |'alveografo: il troppo stroppial
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Le tecnologie TEA includono la cisgenesi, ovvero
I'introduzione di geni provenienti da specie sessualmente
compatibili.

Le tecnologie di ingegneria cromosomica che, oltre a
richiedere una enorme quantita di tempo, comportano
anche un notevole riarrangiamento del genoma (senza che
guesto comporti nulla in termini di effetti sulla saluta dei
consumatori e/o sul’ambiente), possono essere sostituite
dalla cisgenesi



L’amido

Endosperm Amylose
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Amido resistente e salute umana

Gli amidi ad alto contenuto di amilosio sono anche classificati come amidi resistenti perché
sfuggono alla digestione passando attraverso l'intestino tenue fino all'intestino crasso.

Attualmente c'e molto interesse per gli amidi resistenti perché il loro uso abbassa lindice
glicemico, riduce il rischio di diabete di tipo Z e di obesita.

Agiscono anche come fibre funzionali, fermentate nell'intestino crasso dai batteri dell'intestino che
producono acidi grassi a catena corta (in particolare 'acido butirrico), responsabili di effetti
benefici per l'intestino umano riducendo il rischio di cancro colorettale.




Sintesi dell'amido
A

Glucose 1-phosphate +ATP -

AGPase

Starch
synthesis

Starch granule

 AGPase: ADP-glucose pyrophosphorylase
 DBE, starch debranching enzyme
 [BSS, granule-bound starch synthase

« SBE, starch branching enzyme

833, soluble starch synthase.



MODIFICHE DELL'AMIDO

Produzione di linee ad alto amilosio

RNAi e TILLING (mutagenesi ad alta processivita)



Sintesi dell'amido

A +ATP '
Glucose 1-phosphate. ————— > ADP-glucose
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Starch
synthesis
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Biosintesi dell'amido
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Pasta
fatta con
la varieta
Svevo

Pasta fatta
conil
genotipo
Svevo ad
alto amilosio

) foods

Article

Can Manipulation of Durum Wheat Amylose
Content Reduce the Glycaemic Index of Spaghetti?

Mike Sissons ¥, Francesco Sestili 2, Ermelinda Botticella 2, Stefania Masci 2 and

Domenico Lafiandra 2*

! NSW Department of Primary Industries, Tamworth, NSW 2340, Australia

2 Department of Agriculture and Forest Sciences, University of Tuscia, 01100 Viterbo, Italy;
francescosestili@unitus.it (F.S.); e.botticella@unitus.it (E.B.); masci@unitus.it (5.M.)

* Correspondence: mike.sissons@dpi.nsw.gov.au (M.S.); lafiandr@unitus.it (D.L.)

Received: 8 May 2020; Accepted: 24 May 2020; Published: 28 May 2020
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test (9)
Glucosio (ref) 51.4 50.0
Pasta di Svevo 67.5 50.0

Pasta di Sveo alto 76.6 50.0
amilosio
50 g di carboidrati disponibili (n=10 soggetti)
Indice glicemico della pasta
% di amilosio per Indice Carico
cibo dato nel test glicemico glicemico
Svevo (25%) 48+4a 18
Svevo alto amilosio 38+3b 12

(55%)

Glucosio 100x0c totale




Anche in questo caso, il silenziamento puo essere ottenuto
In modo piu veloce e piu preciso mediante le TEA.

Il silenziamento di un gene e tra le applicazioni piu semplici
delle TEA



Reazioni avverse al frumento

Allergie propriamente dette

lgk mediate

-Allergia alimentare -Asma del panificatore

0.1-0,4% [0% dei fornai

-Shock anafilattico indotto da esercizio fisico

Intolleranze al frumento

Non Igk mediate

-Morbo celisco
Lirca 1% della popolazione occidentale

- Sensibilita al frumento di tipo non cefiaco (fino al (0% della

popolazione)

AT



PRODUZIONE DI FRUMENTI A MINORE IMPATTO SU ALLERGIE RESPIRATORIE E SENSIBILITA'
AL FRUMENTD DI TIPO NON CELIACO

TILLING e Genome editing con CRISPR-Cas8 (TEA)



Inibitori delle alfa amilasi e tripsina del frumento (ATI)

e |Ina complessa famiglia di proteine del grano (non glutine) coinvolte nella resistenza ai parassiti

Attivatori nutrizionali dell'immunita innata

Attiva il recettore tipo toll 4 (TLR4)

 Favoriscono l'infiammazione intestinale ed extra-intestinale

Resistente alle proteasi intestinal

Forte potenziale immunogenico anche dopao la cottura



TILLING Genome editing

. -% .. Mutagenesi chimica Linee editate per due ATI
feiadieStall o= (cM3 e CM16)
| "@“ Mutanti per due ATI (CM3 e ;\\%;‘jf%fdmﬁiduzione del contenuto in ATI
e e 0.19)
Pyramiding attraverso incrocio Editing di altre ATI (work in

progress)



Test in vitro della bioattivita degli estratti proteici delle
linee TEA usando una linea cellulare HelLa

Le proteine ATI possono attivare i TLR4 tramite interazione diretta e provocare un'immunita innata, correlata alla
sensibilita al frumento di tipo non celiaco



ATl genes (CM3 and CM16)
knocked out via CRISPR/Cas9
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Silenziamento usando la popolazione TILLING della varieta di frumento duro Kronos

TILLING

Sono state ottenute 4 linee F, che verranno moltiplicate e testate sia in vitro che in vivo

Kronos TILLING
population

Kronos 0265
Nulli 0.19

Kronos 4432
Nulli CM3

K0265 x K4432
|:1

A 4

K0265 x K4432
F2'F4




Glutine e celiachia

Immunogenstics
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gluten epitopes recognized by CD4™ T cells
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List of celiac disease-relevant T cell epitopes
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Reference

{arentz-tansen et al. 2000)
(arantztansen et al. 2002)
{arentz_Hansen et a1, 2000)
(vader et al. 2002)

(sjbstrom ot 1. 1358)
{afan et al. 2005; vader et al. 2002)
{arentz-Hansen et al. 2002)
(arentz-Hansen et al. 2002)

{qfan et al. 2005)

(arertz-Hansen et al. 2002)

{afae and so)lid 2019)

{afap and So114d 2019)

{(Arentz—tansen et al, 2002)

(Tya-oin et al. 2010)
(Tpe-Din ot al. 016)

(vader et al. 2002)
(stepniak et al. 2005; vader et al. 2002)

(Tye-Din et al. 2010; Vader et al. 2003)
Cvader et al. 2003)

(Tye—oin et al. 2010)

{Hardy et al. 2015b)

(Tye-oin et al. 2010; vader et al. 2003)
{vader et al. 2003)
(Hardy et al. 2015k)

(arantz-Hansen et al. 2004; vader et al. 2003)
(Arentz-Hansen ot a1. 2004; vader et a1, 2003)
(Hardy et al. 2015k)

(s0dd et al. 20123
(Derum et al. 2014)
{Derum et al. 2014)

(van de wal et al_ 1998)

(Tellefzen et al. 2006)
(Tellefsen et al, 2006)
(Petersen et al. 2016)

(van de wal et al. 1999)

{kooy-winkelaar ot al. 2011y

(xooy-winkelaar et al. Zo11)

{Kooy-winkelaar et al. 2011}
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Grazie alle TEA e possibile anche modificare la
sequenza degli amminoacidi delle proteine del glutine, In
modo da renderle non «tossiche»



Raggiungeremo alla fine I'obiettivo di
sviluppare un frumento sicuro per i/le
celiaci/he? E forse con proprieta di
buona qualita?




INSIEME PER UN FRUMENTO MIGLIORE

Conoscenza dei genomi —> Innovazione — Qualita, resa e salute in equilibrio

METODI GENETICI CLASSICI BIOTECNOLOGIE AVANZATE
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