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INTRODUZIONE

1. IL FRUMENTO COME COLTURA MONDIALE

Il frumento fa parte delle tre piu importanti cotudi cereali a livello mondiale,ed e

coltivato in un’ampia area e in una vasta gamnwoddizioni climatiche.

Piu di 600 milioni di tonnellate sono prodotte aaimiente su 300 milioni di ettari
(Mha) (http://faostat.fao.org/ffigura 1). Infatti, esso fornisce circa un quimtelle calorie
e delle proteine nella nutrizione umana. Cio fondatalmente per la sua alta versatilita,
tanto che questo cereale fa ormai parte integrdelia cultura e anche delle religioni di

diverse societa.

Inoltre il ruolo fondamentale di questo cereale gssere attribuito non solo alla
adattabilitd a diverse condizioni climatiche e/digersi suoli, ma anche al suo facile
trasporto e immagazzinamento per lunghi periodedipo, e per la facilita di consumo da
parte degli esseri umani con un minimo trattameinsemi possono essere ridotti in farina
(fumento tenero) o semola (fumento duro),che aostiobno gli ingredienti base per la
preparazione di pane lievitato e pane non lievigetoimo), torte, biscotti, pastapodles

eccC.

Gli sfarinati a base di frumento derivano principahte dallendosperma che
quindi contribuisce alla dieta umana come fonteadboidrati, proteine,minerali essenziali,
vitamine, sostanze fitochimiche benefiche e fibtementari. Se il frumento viene
bilanciato con altri alimenti ricchi in lisina e ti@ina (che sono invece limitate nelle

farine di frumento) esso e un alimento proporzioratfabbisogno proteico.

La cariosside (anche impropriamente, ma comunememdinita‘seme”) di
frumento € composta principalmente da amido (&%) e proteine, che sono i maggiori

responsabili della qualita dei prodotti che derivaa essa.

Il contenuto proteico della cariosside di frumeptw variare dal 10 al 20% del
peso secco e la maggior parte delle proteine vaomamulata nel’endosperma come
proteine di riserva, le quali rappresentano undefah carbonio e azoto per 'embrione
durante il processo di germinazioihewry et al, 1995) Inoltre le proteine della
cariosside determinano le proprieta visco-elastadgwgli impasti, in particolare, le proteine

di riserva che costituiscono il glutifi®chofield 1994)
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Le proteine di riserva del frumento sono state amgente caratterizzate con lo
scopo di capire il loro contributo alle proprietgsido-chimiche delle farine e degli
impasti,e quindi migliorare la qualita dei proda@ttbase di frumento, sebbene molti aspetti
rimangano ancora poco chiari, a causa della p#atectruttura e organizzazione delle

proteine del glutine nell’endosperma.

D'altra parte le proteine del glutine sono anchepaasabili dellamalattia
celiacauna delle intolleranze alimentari piu comuni eigaose, nonché di altre patologie
piuttosto comuni, quali la “sensibilita al glutinefnentre le altre proteine del grano
(albumine e globuline) possono provocare allergidigb alimentare e respiratorio in
soggetti sensibili.

World wheat market

2008/09 2009/10 201011 2011112 201213
estimate forecast

Previous Current
(07 Mar 2013} (11 Apr 2013)

i s s ... million tennes . . caaf
Production’ 6839 685.7 655.4 7006 661.8 661.0
Supply? 8139 8438 8419 880.7 839.7 839.9
Utilization 646.4 656.2 660.2 695.8 683.3 684.3
Trade? 140.6 130.7 125.8 1473 139.5 140.0
Ending Stocks? 158.1 186.4 180.1 178.9 162.5 162.0

{ ; percent . : J
World stock-to-use ratio 24.1 28.2 259 26.1 234 23.4
Major exporters’ stock-to-
disappearance ratio® 17.9 216 20,2 18.0 13.7 14.0

Fig. 1: Mercato mondiale del frumento(dati http://www.fao.org/worldfoodsituation/wfs-home/csdb/en/). La
tabella riportala produzione e I'utilizzo del frumento nel mondo in diversi anni (2008-2012).

1.1 EVOLUZIONE E DOMESTICAZIONE DEL FRUMENTO

Il primo frumento coltivato risale a 10,000 — 8,008.C. (Figura2).
Il frumento appartiene al genere Triticum, tribuitiCeae, famiglia Graminaceae.
Attualmente le specie di frumento coltivato piu orjanti sono il frumento tenero
(Triticum aestivum)e il frumento duro (T. turgidusubsp.durum) che rappresentano |l
95% e il 5 % rispettivamente nella coltivazioneatetdel frumento. Il frumento tenero

viene utilizzato per la produzione di pane e prodia forno, € esaploide con genoma



Introduzione

AABBDD. Il frumento duro, €& utilizzato prevalentenie per la produzione di pasta, €
tetraploide e presenta il genoma AABB.

Evolution of Wheat

4,000,000,000 years BP*— Oirigins of life

400,000,000 years BP — Complex organisms living in the seas
invade the land (B cells and T cells
already present in sharks)

200,000,000 years BP —= Flowering plants begin to evolve
100,000,000 years BP —= Grasses begin to evolve

20,000,000 years BP — Divergence of the common line that
gives rise to wheat and barley

500,000 years BP — Early man (Homo sapiens)
10,000 years BP —= Diploid wheat domesticated by man

*BP = Belore Present

Fig2: Eventi relativi all'evoluzione del frumento

| cambiamenti genetici responsabili dei tratti clig@ferenziano le piante
domesticate dai progenitori selvatici sono noti eofsindrome da domesticazione”. In
frumento I'evento piu importante della sindrometatc la perdita della caratteristica di
“dispersione dei semi” dovuta alla fragilita delché&e; cid impedisce al vento di
disperdere le cariossidi facilitandone la raccdltgeni responsabili per tale caratteristica
(Br-brittlerachis) sono stati localizzati sul cromosoma 3 del frutnerdn altro tratto
importante per la domesticazione del frumento B dtaperdita delle glume“aderenti alla
cariosside” {enacious glumgene T¢ che ha portato al frumentae-threshing

Schulz (1913)laboro, su base morfologica, la prima classifaaz dei frumenti
dividendo il generdriticumin tre gruppi tassonomici: einkorn, emmer e dinkéutore
individuo, all'interno di ogni gruppo, specie sdiche e coltivate; le specie coltivate
furono ulteriormente suddivise in “vestite” e“nudéigura 3). Schulz ipotizzo che le
forme “nude” derivassero dalla specie coltivatastita”, che, a sua volta, prendeva origine
dal progenitore selvatic®@akamura, (1918Jimostro, su base citogenetica, che i tre gruppi
identificati da Schultz differivano nel cariotipd: gruppo einkorn eédiploide (2n=14), il
gruppo emmer e tetraploide (2n=28) e il gruppo €irkesaploide (2n=42).
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La moderna classificazione dei frumenti (Figuraridpnosce l'esistenza di due
specie diploidi, T. monococcum T. urarty, due specie tetraploidi, turgidune T.

timopheviie due specie esaploidi, aestivurre T. zhukovskyi

1.1.1 Frumenti diploidi

| frumenti diploidi hanno avuto probabilmente umgane monofiletica. T.
monococcumcon la sua sottospecie selvatica $smticune coltivata ssp. onococcum
(einkorn), eT. urartu producono ibridi sterili e per questa ragione setaie identificate
come due specie biologicamente distirflohnson and Dhaliwal, 1976FEsse sono
caratterizzate rispettivamente da genomd"AR e (A'A“)dove l'apice denota la
specificita del genoma di. monococcuminoltre attualmente la piccola quantita i

monococcunche viene coltivato e utilizzata principalmente f@imentazione animale.

1.1.2 Frumenti Poliploidi

| frumenti poliploidi rappresentano un tipico esempli evoluzione attraverso
I'allopoliploidia. Si distinguono due gruppi difruenti poliploidi designati comeirgidum
aestivume timophevii Al primo gruppo appartengono ifrumenti tetraplaidn genoma
AABB (T. turgidum) e [l'esaploid@&.aestivum con genoma AABBDOD.. turgidum
comprende la sottospecie selvatica sipoccoidese diverse forme coltivate, tra cui il

frumento duro.

Al secondo gruppo appartengono il tetraploidetimophevicon genoma AAGG
el'esaploidd. hukovskicon genoma‘A"A"A™GG. Il T. timophevitcomprende la specie
selvatica sspararaticuneil coltivato ssp.timophevii L’allopoliploidia ha consentito la
confluenza in un unico genotipo di genomi precegimeinte adattati a condizioni
ambientali differenti; questo processo € alla bdeléa forte capacita di adattamento dei

frumenti poliploidi ad ambienti molto differenfbubcovsky and Dvorak,2007)
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Emmer selvatico Emmer domesticato Frumento duro Frumento tenero

Cariossidi nude (Q, tg)

Fig. 3:Spighe di frumento caratterizzate da (A) rachide fragile, (da B a D) rachide non fragile,(A e B)
cariosside vestita e (C e D) cariosside nuda. (A) emmer selvatico (T. turgidumssp. dicoccoides), (B) emmer
domesticato (T. turgidumssp. dicoccon), (C) frumento duro (T. turgidumssp.durum), e (D) frumento tenero (T.
aestivum). Simboli: Br, brittle rachis; Tg, tenacious glumes; e Q, square head. (modificata da Dubcovsky and
Dvorak, 2007).



‘Aegc']ops"i‘"rr’ifcrmr ‘

Introduzione

T boeoticim
(AmA)

|

T urartu
(AYAY)

l

|

Aegilops “Sitopsis”
Ae. speltoides (SS)

|

‘ T turgidum (AABB) ‘

|

N

Ae. tauschii (DD)

T turgidum ssp. dicoccoldes
Wild emmer wheat

T monococcumn
(AmAR)

Einkom
(;%111 ;Alll )

T turgidum dicocecum
Enuner wheat

T turgidumn durum
(AABR)

Durum (pasta) wheat
(AABB)

T. aestivian
(AABBDD)

Bread wheat
(AABBDD)

Figd: Riassunto della filogenesi dei frumenti coltivati (da Feuillet et al., 2007).

T. urartu & oggi considerato il candidato piu probabile copmegenitore del

genoma A dei frumenti poliploid{Dvorak et al, 1988) | frumenti tetraploidi si sono

originati per incrocio spontaneo trl. urartue una specie della sezior&topsis di

Aegilops Ae. speltoideggenoma SS) e considerato il progenitore piu priddaei genomi
B e G deifrumenti poliploid{Dvorak and Zhang., 1990) uttavia I'origine del genoma B &

tutt'ora una questione non risolta a causa della divergenza significativa rispetto al

genoma S dAe. speltoidegBlake e tal, 1999) Infatti secondo alcuni autori, non e chiaro

se Ae. speltoidessia la sola fonte del genoma B, o se il genoma ilsiasultato

dell'introgressione di diverse specie della sezi@tepsis(Zohary and Feldman, 1962)
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Alcuni suggeriscono che il donatore del genoma Bebbe aver persola sua identita
durante l'evoluzione e non essere attualmente ifteadile. Kilian et al. (2007) hanno

dimostrato che i genomi B e G hanno avuto due pgrewolutivi indipendenti.

| frumenti esaploidi con genoma AABBDD si sono orggi circa 10.000 anni fa,
con un evento di ibridazione spontanea tra la spegitivataT. dicoccum(AABB) e la
specie diploide selvaticAe. tauschi{sinomini Ae. squarrosaT.tauschi) ssp.strangulata
(McFadden and Sears, 1946; Kihara, 1944; Mille,7)98a presenza, in frumento tenero,
di piu alleli per ciascun locus ha portato ad ipzdre che il frumento tenero si sia originato
da eventi indipendenti multiplidi ibridazione trafiumento tetraploide e diverse fonti di
Ae. tauschi(Talbert and Blake, 2000)

Il frumento tenero e per la maggior parte coltivatopiamente in tutto il mondo,
mentre il grano duro si adatta di piu al clima neganeo secco. Inoltre, quest’ultimo puo
anche essere usato per fare il pane ed e usafarpeprodotti alimentari regionali, come
couscous in Nord Africa e bulgur in Medio Oriente.

Piccole quantita di altre specie di frumento (emmkcemmer, spelt) sono ancora
coltivate in alcune regioni tra cui I'ltalia, la&ma, la Turchia, i Balcani e il subcontinente
indiano. In Italia, sono conosciuti come “farro"embre T. speltacontinua ad essere

coltivata in Europa, in particolare nelle zone iadpi
1.2IL FRUMENTO IN ITALIA

Le popolazioni di frumento coltivate prima che iighoramento genetico divenisse
scienza applicata, erano rappresentate dalle aiséddvarieta locali l@ndrace$,
popolazioni naturali introdotte in coltivazioneie,quanto tali, caratterizzate da un ottimo

adattamento all’lambiente in cui venivano coltivate.

La sostituzione delléandracescon varieta basate sulla singola linea pura, ¢ani
tipo oggi utilizzato per il frumento, fu dovuta@luove esigenze di un ambiente agricolo e
di un mercato in rapida evoluzione. La maggiordarmita genetica (un unico genotipo
altamente omozigote) delle varieta basate sullgotnlinea pura rispetto alle vecchie
landraces comportava infatti una maggiore uniformita, va@yasa per la

meccanizzazione sempre piu spinta.

La maggiore uniformita contribuisce inoltre ad antaee il valore del prodotto, sia
da parte del consumatore che da parte dell'indudtrirasformazione.

11
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Oggi le varieta locali sono ancora utilizzate imiegture di sussistenza che non
prevedano grandi impieghi di mezzi tecnici e chieiaiio come obiettivo quello di ottenere

produzioni piuttosto stabili, anche se non particolente elevate.

In Italia la nascita del fenomeno varietale si @odl negli anni '20 per il frumento
(Lorenzetti, 200Q) All'inizio del XX secolo erano presenti in Italian gran numero di
popolazioni locali di frumenti tetraploidi, prevatemente coltivate nel Centro, nel Sud e
nelle Isole, e destinate soprattutto alla produzidn pani tipici locali o di minestre. Il
Triticum turgidumsubsp durum usato anche per la produzione di paste tipialzediéfuso
nelle aree aride e semiaride, mentre in aree ttistreollinose o montagnose, venivano
coltivati anche iIT. turgidumsubsp.turgidumed il T. turgidumsubspdicoccum(farro,
emmer), spesso insieme al diploilemonococcunfeinkorn) e all’esaploidd. aestivum
subsp. spelta per pane e minestre. Fu solo nella prima meta Xl secolo che
I'utilizzazione di base delle due specie, duroreete, si differenzid piu nettamente: duro
per la pastificazione, tenero per il panificazi¢Bezziniet al, 1998)

1.2.1 Strampelli e le varieta elette

Nazareno Strampelli mise in atto un programma dnde valore, introducendo
elementi innovativi per I'epoca, come l'ibridaziomgra- ed interspecifica e la selezione

fenotipica.

Per realizzare le nuove specie, Strampelli pariodaviluppo di grani a rapida
maturazione ed alto rendimento, per evitare latsi@stiva, portando a maturazione prima
d'agosto. Inoltre si impegnd anche nella creazairspecie resistenti a patogeni e a taglia

bassa, in grado di resistere meglio alla siccadl'allettamento

Le cultivar prodotte da Strampelli furono larganeeesportate a partire dal 1924

fino allo scoppio della Seconda guerra mondiale.

Inoltre, grazie ai grani di Strampelli, la "battagtiel grano” ottenne di ridurre il
fabbisogno nazionale di oltre due milioni di torlaed di grano all'anno, senza aumentare
la superficie coltivata. Durante i primi anni delaconda guerra mondiale quasi il 90%

della superficie frumentaria italiana era coltivataementi sviluppate da Strampelli.

Strampelli realizzo decine di varieta di frumenthe egli denomind'Sementi
Elette" alcune delle quali ancora coltivate fino agli a@itanta del XX secolo e perfino
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nel XXI secolo, che consentirono — in Italia e Raesi che le impiegarono — notevoli
aumenti delle rese. Le varieta di frumento createSttampelli ed esportate in Messico
furono una delle basi degli studi di migliorameng@netico che condussero alla

"Rivoluzione verde" degli anni sessanta.

Una o forse la piu nota, tra le varieta elette 8eriatore Cappelli” in onore del
Senatore abruzzese Raffaele Cappelli, promotoreprmi del novecento della riforma

agraria.

La cultivar Senatore Cappelli, rilasciata nel 1@1&ncora coltivata dopo quasi 100
anni, fu senz’altro la costituzione piu importadiequesto periodo, in cui arrivd a coprire
fino al 60% della superficie italiana a frumentoa@yer estendersi in seguito anche in altri
paesi del Mediterraneo (Turchia e Spagna). L’'odgiln Cappelli viene fatta risalire alla
popolazione nord-africana Jean Retifah che, sec@el&illis (1927) non era in realta
diversa dalla varieta di origine tunisina Bidi inmfada dal Prof. Tucci in Sicilia. La cultivar
Senatore Cappelli era caratterizzata da un’ampgttaalita, un maggior numero di
cariossidi per spiga (33-42) e per spighetta (123-PPorceddu, 1987Yispetto alle
precedenti popolazioni locali, ma soprattutto datiima qualita della semola. | principali
difetti erano per contro rappresentati da una radéesuscettibilita all’allettamento ed alle
ruggini. Tipica rappresentante della seziomediterranea era alta e con epoca di
maturazione mediamente tardiva. In questo peribdodcesso del Senatore Cappelli fece
si che la superficie destinata a questa cultiv&erdsse superiore a quella occupata
complessivamente da tutte le altre e che fosseegui® ampiamente utilizzata per il
miglioramento genetico, tanto che piu dell'80% éetultivar italiane registrate entro il

1987 avevano Senatore Cappelli nel Ipedegre€Bogginiet al, 1987)

1.2.2 Costituzione delle varieta di frumento di nuovatitozione

A partire dagli anni 60 erano attivi nel miglioramto genetico del frumento duro
in Italia diversi costitutori che svilupparono leuave varieta che sostituirono

definitivamente Senatore Cappelli.

Negli anni ’60-‘70, contemporaneamente alla prodneidi fertilizzanti di sintesi
che non potevano essere sfruttati appieno dalléetaaralte sulle quali causavano
allettamento, vennero individuati un gruppo di gdRht, reducetheigth) chiamati

genericamentedwarfinggenes (geni nanizzanti) in grado di ridurre I'altezzalcculmo,
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permettendo lo sviluppo di varieta resistenti #d#amento, anche attraverso
I'applicazione delle tecniche di mutagenesi.

Da questi filoni di ricerca, vennero sviluppate lipievarieta che segnarono un

grande passo in avanti nel panorama varietalaitaldel frumento duro.

Tali varieta, grazie alla resistenza all’'allettatoered al maggior produttivita
associata alla statura ridotta, e grazie alla tessza alla ruggine nera ed all’oidio,
consentirono il raggiungimento di livelli produitidecisamente superiori a quelli

precedenti.

Le costituzioni piu pregevoli di questo periodo gaiportate nella figura 5, nella
guale troviamo Svevo e Claudio, due delle cultidanuova costituzione, che sono state

prese in considerazione nel presente lavoro.

Cultivar Anno di Genealogia Costitutore
iscrizione
Flavio 1992 Latino x Cappelli Federconsorzi Roma
Gianni 1992 Incroci di genotipi turchi e varieta Mosconi Giovanni Ancona
italiane
Radioso 1992 Creso x Isa Proseme Foggia
Parsifal 1992 INRA 92-1 x D81028 Venturoli Sementi Bologna
Italo 1993 Incroci di genotipi turchi e varieta Mosconi Giovanni Ancona
italiane
Colosseo 1995 Mutante Mexa x Creso Eurogen- Proseme
Giemme 1995 Duilio x Grazia Maliani Genetica Recanati
Iricle 1996 Altar84 x Ares sib Societa Produttori Sementi
SPA (BO)ENEA
1996 Sel. Cimmyt x Zenit sib Societa Produttori Sementi
SPA (BO)
Rusticano 1996 Linea CIMMYT F2 - Ceyt 16° n.09 Societa Produttori Sementi
SPA (BO)/ENEA
Ciccio 1996 (Appulo x Valnova) x (Valforte x Eurogen (Proseme)
Patrizio)
1998 (Sel. Cimmyt x Durango) x (IS1938 x  Sinagro ISEA Falconara
Grazia) Marittima

Fig. 5: Varieta notevoli costituite negli anni '70-'80 in Italia.

1.3 RIVOLUZIONE VERDE

All'inizio degli anni ‘60 I'agronomo Norman E. Batlg condusse ricerche in
continuazione ideale con quelle di Strampelli, delb@ Borlaug non conosceva queste
ultime. Egli giunse a risultati analoghi per i qual insignito del Premio Nobel. Tuttavia,
alla base del lavoro di Borlaug vi sono i risultatienuti da Strampelli: infatti la varieta
"Mentana" era stata esportata in Messico, cond@deamigliore tra 30-40 altre varieta
sperimentali importate, e questa fu una delle tara cui Borlaug parti per realizzare i

suoi esperimenti.
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Al lavoro di Nazareno Strampelli viene finalmenteonosciuto, sin dall'ultima
decade del XX secolo, il merito di aver realizzi@dPrima rivoluzione verde" e posto le
basi per la seconda. Anche la diffusione del geglendnismo del gran&ht8 e oramai
universalmente attribuita agli incroci realizzata &trampelli col grano giapponese
"Akagomugi".Infatti,gia negli anni '70alcuni studioconsideravano il lavoro direeding

di Strampelli come eccezionale.

A partire dagli anni ‘90 gli studi di Strampelli B0 stati riconosciuti anche
all'estero come base della "Rivoluzione verdefjeletista inglese Anthony John Worland
nel 1999 in un articolo specialistico pubblicato Jaurnal of Genetics and Breedirm
scritto:

«ll significato del lavoro di Borlaug e dei suoi teghi al CIMMYT nel
miglioramento della produzione del frumento sonatistiniversalmente riconosciuti e
considerati come "la" rivoluzione verde nel migharento varietale del frumento. Molta
meno pubblicita e stata data al lavoro pionieristidei miglioratori del frumento operanti
in Italia fra il 1910 e il 1950 che hanno prodoftwogressi nel miglioramento varietale
tali da poter essere considerati la "prima" rivoloae verde. Il lavoro di miglioramento
genetico di Strampelli, Orlandi, Todaro e Venturdistato si di particolare importanza
nel miglioramento delle varieta italiane, ma in secondo momento e stato certamente il

presupposto per tutto il breeding mondiale del fembo>

Il termine rivoluzione verdee stato coniato per un approccio innovativo aiitem
della produzione agricola che, attraverso l'accapento di varieta vegetali geneticamente
selezionate a sufficienti dosi di fertilizzanti,ga@a ed altri prodotti agrochimici, ha

consentito un incremento significativo delle pradaz agricole in gran parte del mondo.

1.4 CENNI SULLA STRUTTURA E COMPOSIZIONE DELLA CARIOSSI DE

Quello che comunemente viene chiamato seme, intarealun frutto secco
indeiscente denominato cariosside (Figura 6).L#osside matura € formata da tre parti
fondamentali: il germe o embrione, la crusca edtspermaEversand Millart, 2002).
Nei cereali la cariosside é la sede di accumulo mledotti della fotosintesi edel
metabolismo dell'azoto; essa infatti contiene umatata quantita di proteine (7-15%) e di
lipidi (2-9%) ed un elevato contenuto di carboid(8b-75%) principalmente sotto forma

di amido.
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by

L’endosperma, ricco di amido, e rivestito esternat@eda uno strato di cellule
aleuroniche ed al suo interno contiene I'embriohedsiddetto “germe di grano”) che
rappresenta circa il 3% della cariosside. La crusdarmata dagli strati di rivestimento
della cariosside (pericarpo all'esterno e residzitdgumenti seminali all’interno) e dallo

strato di aleurone e rappresenta circa il 14% rdédd.

hairs of brush

bracts (chaff)

80-85%
endosperm
aleurone cell layer

endosperm cells
with starch granules

14%

bran

nucellar tissue
seed coat (testa)
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2 cross cells 3

germ (e'?:rl;%?e) hypodermis &
scﬂtellum epidermjs.__,

radicle
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Fig. 6: Struttura e composizione della cariosside di frumento

1.4.1 Aspetti qualitativi del frumento

L’enorme varieta di prodotti derivati dal frumengola loro diffusione in diversi
paesi hanno portato come conseguenza la necessiddirdre la qualita in relazione allo
specifico prodotto e alle preferenze dei consumatoa i criteri di giudizio alla base dei
vari sistemi di classificazione della prestaziogenblogica del frumento vi sono la durezza

(tessitura) della cariosside, la forza dell'impastdel glutine e il contenuto proteico totale.

1.4.1.1 La durezza della cariosside
Nei cereali utilizzati nell’'alimentazione come fai o semole, la durezza della

cariosside, cioe la sua resistenza alla rotturardaril processo di macinazione, € un
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carattere di grande importanza tecnologica poiofi@anza le dimensioni delle particelle
di farina (granulometria), lo stato fisico dei guéindi amido e I'assorbimento idrico da
parte dei granuli stessi durante il “condizionamérffase di idratazione che precede la
molitura) e lo sviluppo dellimpast@Pomeranz and Williams, 1990; Morris and Rose,
1996) La durezza influenza inoltre la durata e il canswenergetico della macinazione, la

resa in farina e gli usi tecnologici di quest’ulam

| diversi tipi di frumento(Pomeranz and Williams, 1990; Jo#ly al, 1996)possono
essere classificati in base al grado di durezzéa dghnella. Infatti, in base a questa
caratteristica della cariosside, il frumento € sudd in tre classi qualitative principali:
soft, hard e extra-hard Al frumento tenero appartengono sia varieta @ssidesoft che

hard, mentre le varieta di frumento duro producono salgossidiextra-hard.

Gli studi condotti su varieta di frumento caratteati da cariossidsoft o hard
hanno evidenziato una differente forza di legame itrgranuli di amido presenti
nell'endosperma e la matrice proteica che circondgranuli stessi(Pomeranz and
Williams, 1990, Darlington , 2001).e cariossidi a tessitutaard sono infatti caratterizzate
da una maggior forza di legame tra la matrice jcate i granuli d’'amido, mentre c’é una
minore adesione tra proteine e amido nelle varget@essitura soffic§Barlow, 1973;
Simmondset al, 1973) Nei frumentisoftla minore forza di legame tra amido e proteine
permette una buona separazione tra queste due m@eamle e minori danneggiamenti
del’amido durante la molitura in quanto la “linga frattura” scorre all'interfaccia tra
granulo d’amido e matrice circostar(teymes 1965, 1969)mentre nel caso di varieta a
cariossidénardo extrahard la linea di frattura attraversa i granuli di amido

Dal punto di vista tecnologico, le varieta di frume a granellasoft sono
caratterizzate da una cariosside piu friabile att@ede meno energia, meno tempo e meno
acqua per la macinazione. Esse hanno una maggarinefarina rispetto alle varieta
hard,con una granulometria molto piccola e ridotto daggiamento dei granuli d’amido.
Le farine di queste varieta sono preferenzialmesete per la preparazione di biscotti e
torte. Le varieta a granellaard assorbono una quantitd maggiore d’acqua durarfesé
di formazione dellimpasto e sono usate preferémmate per produrre pane e prodotti da

forno lievitati.

Infine le varieta della specie tetraploidie turgidunssp.durumsono caratterizzate

da cariossidextrahard che producono un macinato grossolano denominatolae usato
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principalmente per produrre pasta oppure, dopo ltemiare macinazione, pani tipici
dell'ltalia meridionale(Cutler and Brinson, 1935; Tippktsal 1994; Morris and Rose,
1996; Devawet al, 1998)

La presenza di una particolare classe di protéeé&jabiline, sulla superficie dei
granuli di amido delle varietsoft ne indebolisce I'associazione con la matricegicat e
determina lasoftnessdell’endospermgBaik and Ullrich, 2008) Le friabiline risultano
meno abbondanti nelle varieta di frumento terfeaad (Bettgeet al, 1995; Greenblatt
al., 1995; Morriset al, 1994; Odeet al, 1992)e assenti nel frumento duro. L’assenza di
guesta classe di proteine nel frumento duro dipeladidatto che sono codificate da geni
localizzati sul braccio corto del cromosoma Gdlly et al, 1993) essendo il genoma D

presente solo nel frumento tenero.

Sono state identificati due polipeptidi apparteneatia classe delle purindoline,
detti PinA e PinB, coinvolte nel controllo dellardaza della cariosside codificate dai geni
pinA e pinB Nei frumentihard uno dei due alleli presenta una mutazione in grddo
causare l'assenza della proteina, in particolar@idA, o di modificare la capacita di

legarsi ai granuli di amido del polipeptide PifiBiroux and Morris, 1997, 1998)

1.4.1.2 Forza dell'impasto e del glutine

Nei processi di panificazione, le caratteristickenblogiche delle farine rivestono
una notevole importanza perché sono loro che déetamo I'utilizzo in specifici prodotti.
Quindi la qualita dellimpasto e del prodotto fmitdipendono da esse. Gli indici che
definiscono le qualita di una farina sono moltiwdopportuna valutazione d'insieme puo

fornire un’informazione completa.

In particolare I'impasto e caratterizzato dallazBgr questa e definita come la
capacita della farina di assorbire acqua duramepésto e allo stesso tempo durante la
lievitazione mantenere l'anidride carbonica. Siedote una farina é forte quando produce
un impasto di consistenza morbida dovuta alla dte Gapacita di assorbire I'acqua.
L’impasto prodotto dalla farina forte, ha la cagatttica di essere elastico, non appiccicoso
e asciutto, oltre che a bloccare I'anidride carbangé la capacita si sopportare lunghe

fermentazioni.

Caratteristiche come la quantita d’acqua necessagWimpasto, il tempo
d’'impasto, caratteristiche dell'impasto stessa;d#ura, tempi e parametri di lievitazione,

volume del prodotto finito e la mollica, sono ddifidlalle forza della farina. La quantita e
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la qualita del glutine definiscono la forza deléifia, e un alto contenuto di glutine nella

farina porta ad un elevato valore di forza .

Giacomo Beccari € stato il primo a descrivere endef "il glutine”, che e una
massa proteica coesa ottenuta dopo aver lisciliatpasto con l'acqudBeccari, 1745)
Da allora studi piu sistematici sono stati effetituia particolare da Osborne (1859-1929),
che ha definito le “albumine”, come la frazione tproa solubile in acqua, le “globuline”
solubili in soluzioni saline, le “gliadine” solubiin soluzioni alcoliche e le “glutenine”,

solubili in alcali o acidi diluiti. Il glutine, péanto, & costituito dalle gliadine e dalle

glutenine, insolubili in soluzioni acquose.

La qualita e la quantita delle proteine costituéngilutine sono i maggiori fattori
che influenzano le caratteristiche tecnologichéed®lrine di frumento ed in particolare le
proprieta visco-elastiche degli impasti da essenottie, quali I'estensibilita, I'elasticita e la

loro forza(Shewryand Tatham, 1997)

Gliadine e glutenine (figura 7)si organizzano inraticolo complesso stabilizzato
da legami covalenti (legami disolfuro) e da legamhinatura secondaria (legami ad
idrogeno e di natura idrofobicéBelton, 1999; Shewrgt al, 2001)e costituiscono circa
I'80% delle proteine total(Seilmeier, 1991) In particolare, mentre le glutenine sono
proteine polimeriche le cui singole unita componesaino unite fra di loro da legami
disolfuro inter-molecolari e conferiscono agli insgale caratteristiche di forza ed
elasticita, le gliadine sono proteine monomeriche prendono parte alla formazione del
glutine mediante legami idrogeno inter-catena, igraz numerosi residui di glutammina
presenti, e mediante legami di natura idrofobieddrcatene non polari degli amminoacidi.
Le gliadine sono i componenti piu importanti neltedminare le caratteristiche di

estensibilita dei relativi impadtKhatkaret al, 2002)
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Proteine del Glutine

~ S

Monomeriche Polimeriche
Gliadine Gliadine
a/B- Y- w- HMW LMW
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Separazione delle subunitd
Gluteniniche in SDS-PAGE
dopo la riduzione
dei ponti disolfuro

Gruppi di Gliadine
basati sulla loro mobilita
elettroforetica a pH acido

Fig. 7: Classificazione delle proteine del glutine

La qualita tecnologica & dovuta a una combinazitirepecifiche proprieta visco-
elastiche che trovano origine nella specifica cosipone qualitativa e quantitativa del

glutine.

In particolare nel settore della panificazione,pame di buona qualita & prodotto
con impasti forti ed estensibili che sono in gratieespandersi in seguito ai processi di
fermentazione, di trattenere la €@rodotta e di non collassare a processo di cottura
ultimato. Le buone qualita pastificatorie si hanmeece quando il prodotto finito € di un
forte colore giallo ambrato, € resistente allawmait rimanendo “al dente” mantenendo la

sua forma, e quando I'acqua di cottura rimane pliveamido.

1.4.1.2.1 Le glutenine

Il peso molecolare dei polimeri gluteninici puo gaghgere milioni di dalton. Essi

sono i piu grandi polimeri proteici presenti inuna(\Wrigley, 1996)

| polimeri gluteninici sono composti da miscele retgeenee di polipeptidi,
stabilizzati da ponti disolfuro,i quali vengono sddicati in quattro gruppi (denominati A,
B, C, D) in base alla loro mobilita elettroforetita SDS-PAGE (2D-PAGE), dopo

riduzione (figura 8).
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Il gruppo A (con un peso molecolare compreso trg0@D® a 120,000 Da)
corrisponde alle HMW-GS (subunita gluteniniche dtb gpeso molecolare digh
Molecular Weight- Glutenin SubunitéPayne and Corfield, 1979)l gruppi B-D
comprendono invece le subunita gluteniniche a bagso molecolare (LMW-GS,o0w
Molecular Weight Glutenin Subunitsin particolare, il gruppo B (42,000-51,000 Da)
comprende principalmente quei polipeptidi con segaepropria delle LMW-GS, il
gruppo C (30,000-40,000 Da) comprende soprattpite o/p- gliadine modificate nel
numero di cisteindPayne and Corfield 1979; Payatal, 1985; Thompsoet al 1994)
infine, il gruppo D, con pl altamente acido,cordade allen-gliadine modificatgJackson
et al, 1983; Masciet al, 1993) Infatti, se le gliadine, che hanno normalmentssnao
(come nellew-gliadine) o un numero pari di residui di ciste{i@aper lea/p- e 8 per ley-
gliadine) e solo ponti disolfuro intramolecolariybsscono una mutazione che porta
all'acquisizione o alla perdita di uno di tali rési, i polipeptidi corrispondenti hanno la
possibilita di formare ponti disolfuro intermoleadl e, pertanto, vengono classificati, dal

punto di vista funzionale, come subunita gluteriri@®’Ovidio and Masci, 2004)

| HMW-GS

|_ Tipo-D
(w-gliadine modificate)

Tipo-B
(principalmente tipiche LMW-GS)

SDS-PAGE

[ Tipo-C
(principali a/p e y-gliadine modificate)

Fig. 8: Elettroforesi bidimensionale (IEF XSDS-PAGE) delle subunita gluteniniche della cultivar di frumento
tenero Chinese Spring

HMW-GS:
La variazione allelica delle HMW-GS é fondamenta#dl'influenzare la qualita

panificatoria, come evidenziato da Payne e colkioor con una serie di studia partire
dalla fine del 197Q(Payneet al.1979) In particolare,Payne (1987ha assegnato un

punteggio a ciascuna delle subunita o coppie dursitd presenti nelle singole varieta di
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frumento tenero Europee, che tiene conto delleifsgiee caratteristiche panificatorie degli
impasti ottenuti dai genotipi che le posseggonani®ando i singoli punteggi relativi alle
singole subunita espresse in una data varietasslple calcolare il punteggio totale che e
una stima delle caratteristiche panificatorie &, ipi generale qualitative, della varieta in

oggetto di studio.

Il numero e il tipo di subunita proteica di quegtoppo € positivamente correlato
alla quantita e alle dimensioni molecolari dei pari e quindi alla forza degli impasti
(Shewry, 2003)

Le HMW-GS sono considerate il maggior determinalai€elasticita del glutine.
LMW-GS:

Le LMW rappresentano circa un terzo delle protelaka cariosside di frumento e
il 60% delle glutenine totaliBietz and Wall 1973)La classificazione di questo gruppo di
glutenine a basso peso molecolare, riflette noa koloro diversa mobilita elettroforetica
ma anche le differenti caratteristiche biochimiehstrutturali dei polipeptidiD’Ovidio e
Masci, 2004) Inoltre , nonostante la loro abbondanza, le LMW-&anno ricevuto molta
meno considerazione nella ricerca rispetto alle H@®. Questo € in gran parte dovuto
alla difficolta di individuarle in gel SDS-PAGE, ihé le LMW-GS in generale si
sovrappongono con le gliadine. Cio nonostante, iglioramento nella risoluzione,
soprattutto attraverso I'uso di gel bidimensior{8lkylaset al, 2000; Venset al, 2005;.
Venselet al, 2011) ha permesso di ottenere nuove conoscenze circarégteristiche

genetiche, strutturali e funzionali di queste sutaun

Le LMW-GSsono i fattori determinanti della qualita dellensde di frumento duro,
utilizzate principalmente nei processi di pastidicme. In frumento duro, sono state
identificate due principali varianti alleliche dellLMW-GS, la variante LMW-1 e la
variante LMW-2 che comprendono piu subunita glutitie. Le varieta che possiedono le
LMW-2 risultano avere caratteristiche qualitatiyeagtificabilitd) superiori rispetto alle

varieta che contengono le LMW-1.
1.4.1.2.2 Le Gliadine

Le gliadine sono proteine monomeriche in quantana&thente prive di residui

cisteinici o in quanto tutte le cisteine preseatniano legami disolfuro intramolecolari.
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Inoltre esse sono considerate il fattore princigdle causa la malattia “celiachia”
(Ellis et al, 2003; Dewaret al, 2004; Londeiet al., 2005) la piu comune intolleranza

umana al glutine.

| tre gruppia/B, vy e o-gliadine(Woychik et al.,1961)sono distinti in base alla loro
mobilita elettroforetica su gel di poliacrilammidepH acido (APAGE) (figura 9) e sulla
base della composizione amminoacidica, che e coonmuidgentica per le- e le-, che,

per questo motivo, vengono spesso indicate conpguy/3 (Kasardeet al, 1983)

Il loro peso molecolare varia da 30,000 a 75,000 Daun singolo seme di
frumento, tramite elettroforesi monodimensionalbsgono essere identificate da 20-25
componentiBushuk and Zillman 1978; Autraat al, 1979; Wrigleyet al, 1982) mentre
le analisi bidimensionali (2D-PAGE) di un unico serdi frumento permettono una
maggiore risoluzione con la separazione di circgl&ine (Wrigley, 1970; Paynet al,
1982; Lafiandra and Kasarda 1985; Pogeta al, 1990)Esse sono maggiormente

responsabili dell’'estensibilita degli impasti.

w
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Fig. 9: Gel di poliacrilammide a pH acido (A-PAGE) di gliadine di frumento.
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1.4.1.3 Contenuto Proteico

Il contenuto proteico delle varieta di frumento e¢oerciali € in media tra il 12% e
il 14%. Frumenti caratterizzati da valori del cani proteico molto bassi (< 9%) o molto
alti (> 15%) non sono solitamente commercializzafiumenti ad alto contenuto proteico
vengono spesso utilizzati in miscela con frumeriiaaso contenuto proteico. Il contenuto
proteico dipende dalla varieta di frumento, dakatifita del suolo e dalle condizioni
climatiche. La forte dipendenza di tale parametaofattori ambientali rappresenta una

problematica rilevante nell’attivita di selezionendove varieta di frumento.

E universalmente accettato che il fattore pringipehe causa variabilita nella
qualita tecnologica di una singola varieta di gram il contenuto proteico. Tuttavia,
quando si confrontano genotipi diversi di gransi@ccorge che le rette di correlazione tra
contenuto proteico e parametri qualitativi hannodamze diverse. Cio deriva dal fatto che
le diverse varieta possono presentare differergr@fiative nella composizione proteica
e, in particolare, nei rapporti tra le frazioni f@iche che costituiscono il glutin®vasik
and Bushuk 1975; Heubner and Wall 1976)0 si traduce nel fatto che il contenuto
proteico € uno dei parametri da tenere in conskitgma per gli aspetti qualitativi, ma
anche la composizione dei singoli polipeptidi, fuiéa loro organizzazione all'interno del

glutine, sono importanti.

1.4.2 Aspetti nutrizionali

Il frumento, essendo ampiamente consumato ed ess®stituito per oltre il 70%
di amido, rappresentala maggiore fonte di carbtidel’alimentazione umanéShewry,
2009) Il largo consumo di alimenti derivati da farinesemole di frumento ne determina
'importanza come fonte di principi nutritivi ragsentati in minore percentuale nella

cariosside quali proteine, fibre, micronutrientiimmine.

Accanto a questi aspetti positivi, vi € il fattcedhfrumento fa parte dei sei alimenti
maggiormente allergenici, ovvero quelli che, nelieme rappresentano la causa di circa |l
90% di tutte le reazioni allergiche. Tuttavia I'idenza della vera allergia alimentare (IgE-
mediata) e abbastanza infrequente negli adulthesad possa interessare fino all’1% dei
bambini (Pooleet al, 2006) Tra le allergie, si riconoscono quelle di tiparantare e
respiratorio. Vi sono poi diverse intolleranze rainfiento, tra cui la celiachia é la piu nota,
sebbene la sensibilita al glutine non di tipo adi@dNCGS) sembri essere la patologia piu

frequente legato al consumo di prodotti a baseudnénto(Saponeet al, 2012)
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1.4.2.1Le proteine

L’apporto proteico derivato dai cereali, sia néiiteentazione umana che animale, e
circa tre volte superiore a quello derivato dauleg(Shewry and Halford 2002Questo
apporto e caratterizzato da un contenuto proteigaifeativamente maggiore. Una
caratteristica negativa delle proteine del frumergodei cereali piu in generale, &

rappresentata dalla carenza in alcuni amminoasgéreziali, tra cui la lisina.

In figura 10, viene schematizzata la composizioneteica nella cariosside di
frumento. In essa troviamo la principale divisioneproteine del glutine (glutenine e
gliadine) che rappresentano circa '80% delle pnetetotali, e proteine metaboliche
(albumine e globuline) che rappresentano il im&a@0% delle proteine totglbupontet
al., 2011)

Le prime, sono state gia descritte nel paragraddl2.1. Le proteine metaboliche,
comprendenti sia albumine e globuline, che proté€iMg ovvero solubili in cloroformio e
metanolo sono particolarmente coinvolte nelle gieerespiratorigBattaiset al, 2008)
Maggiori dettagli sulle allergie determinate dagtleteine solubili vengono descritte nel

paragrafo 1.4.2.1.1.

Farina o semolina

Bufter KCl

.
Insolubili in Buffer KCI1 [ : Solubili in KC1 I
L (SDS+ agenti riducenti) I | (precipitazione con Ammonic Acetato/Metanolo)

Proteine del Glutine / \

Albuminee

Globulins
Fig. 10: Separazione delle proteine della farina di frumento, secondo la solubilita (Hurkman et al. 2004)

1.4.2.1.1 Proteine solubili

La maggior parte di queste proteine € localizzagglinestratti esterni della
cariosside di frumento (aleurone) e nell’embrioakre sono distribuite nell’endosperma.
Le albumine sono piu numerose rispetto alle glatguliLa principale differenza nella
composizione amminoacidica tra le proteine deliggue le albumine e globuline, & che
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queste ultime hanno un basso contenuto in triptgfagparagina, glutammato e maggiore

contenuto in lisina.

E’ stato osservat@Payne and Rhodes, 198&)ele proteine solubili comprendono
enzimi metabolici, idrolitici, inibitori di enzimiSono presenti, inoltre, le triticine, che

rappresentano circa il 5% delle proteine totalisghe. e sono note come allergeni.

Un’ampia caratterizzazione delle proteine metabhelié stata eseguita tfanselet
al., (2005) Usando un approccio classico basato su 2DE, st@te identificate in questa
frazione 254 proteine, coinvolte in 13 differentopessi biochimici tra i quali: reazioni di
interconversione ATP, metabolismo dei carboidraivisione cellulare, citoscheletro,
metabolismo dei lipidi, metabolismo dell'azoto, tesi e assemblaggio delle proteine,
turnover proteico, segnali di trasduzione, proteirdd riserva, stress/difesa,

trascrizione/traduzione e trasporto (figura 11).
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SwissProtno. Froteina SwissProtno. Proteina
QsS1As Carbamoyl phosphate synthetase PsE307 Catalase isazyme 1
QsLsC2 45Nc-Tudor protein, (INTPasal Qa3YR3 Haat shock sssociated protein
asisC2 &SNc-Tudor protein, INTPasel QsRZW7T Selenium binding protein
Q42669 Aconitase QsLSTs Aldehyde dehydrogenase
Q9lZFs Cell division cycle protein QoFPKs Aldehyde dehydrogenase
Pagsos Aconitsse QaGUo1 Giobulin-2
02382 Pyruvate Pi dikinase oMz ADP-glucose PPase, 5SS
023755 Elongation factor 2 Oss218 Methyimalonate-semialdehyde dehydrogenase
Caedsy CipCprotease Qasmr2 UDP-glucose PPase
Q43638 Heat shock protein, 82K, precursor ;- Q4372 UDP-glucose PPase
GolFae Late ernbwoqmsm sbundant protein-like QaMaZ1 ADP glucose PPase, 55
aswolr Mathionine synthase QsASP2 Dihydrolipoamide deshydrogenase
QeXGF1 Heat shock protein 80-2 CsavRs Heat shock associatad protein
QeMeEs PolylAl-binding pratein QBWINE LMW giutenin subunit group 3type il
G8AT32 PolylAl-binding protein QaGUs LMW glutenin subunit
QoMeEs PolylA)-binding protein Q9ASP: Dihydrolipcamide dehydrogenase
::::: PME:::@ protein asGuU1s LMW glutenin subunit group 3 type |l
PolylAl-binding protein Ps289s Alanine smino transferase 2
Paseis PolylA)-binding protein GsGUa1 Globulin-2
m" Heatshork prum:?u Ps2898 Alanine amino transfersse 2
PolylAl-binding protein Q42971 Enolase
Pa3e1s PolylAl-binding protein Qa2971 Enolase
Qo1899 Heat shock protein 70 QBZRAS Tubulin =3 chain
QaSPKs 10-Formy itetraty drofolate synthetase 0sZRBO Tubulin ﬁ-s'ﬂh!i“
Q0058 DNAK-type molecular chaperone HSP70 Qa2971 Enclsse
Qeshe F23N18.10, putstive stress-induced protein o823 &-Phosphogluconate dehydrogenase
Po3E1s PolylA)-binding protein : A
Osi 726 Strass-induced protein, stil-fike Q8wWaNse “:mw regulatory particle triple-A ATPase
QoFMER FNA-Dirwing peotain, similanty QaVZar Argininosuccinate synthase-like protein
QM DNADGEag Bese ity Q@AUVE  UDP-glucose dehydrogenase
QasNX2 Phasphoglucomutase et T m;;'
QgasFs Fructokinase QEWS 16 SGT1
R T eiscniti QsWIW& LMW glutenin subunit group  type f
: CeFXTa 265 proteasomse ragulatory particle triple-A ATPaze
G94DV7 Phosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphogvcerate- R
. Ps137a Eukaryotic inftiation factor 44
QsaDV? ate carate-
o i e Qs0088 DNAK-type molecular chaperone HSP70
QEGNXE 2 Arcialats Byribiass QoFXTe 285 Prutm:ouulm particle triple-A ATPaze
QsWeMs  PPifructoss-6-P 1-phosphotransferase eisina Ol
Qa1141 PPi-fructoss 6-P 1-phosphotransfersse bets subunit P37833 Aspartste amino transferase
QsLWTs Chaperonin 60 kDa beta subunit QoSAUS Heat shock protein 70 .
Ps2589 Protein disulfide isomersse QeFXTa zug;rm ::gl.:luw particla triple-A ATPase
O49485 Phosphogly cerate dehydrogenase-lika protein ot =
082783 |mmzwm QaxGus !mﬂmlm dehydrogenase (NAD) (36 dpa)
S oo Gazhle  Formets debde
! ‘ormate 'ogenass
m‘ 's:;" NN oy Pa7833 Aspanate amino transferase
globulin :
Q8LKVE  Seedglobulin m ms‘, 3
Po3gez Serpm homolog WEZS3 ool IRATESS Sy M
Po727 o/p-Gliadin clone PN8182 Swpl
QsFUSe Actin Q432 Serpin homolog WZS3
o ) P37833 Aspartate smino transferase
Q43723 Trypsin inhibitor CMx precursor (clones pCMx1 and F26517 Giyceraidenyde 3-F delydrogenase INAUI
pCMx3) P26517 Giyceraldehyde 3-P dehydrogenase INAD!}
iy A y 0BlLK23 Peroxidase 1
Qa1518 Glycun-mll Rm“" f n O847HL Plasmodesmal receptor
Po1084 a-Amylase inhibitor 0.53 Tos212®  Glucose and ribitol dehydrogenase
PO1084 s-Amylase inhibitor 0.53 Qos&Ta Globulin Beg 1
Qagese a-Amylase inhibitor Ima 1, monomeric QsLsto Giobulin-like protain
Q09114 Avenin N Pas206 Nmpn:iﬁc lipid-transfer protein precursor
P35687 203 Ribosomal protein S21 eille e
2o P12783 Phosphoglycerate kinase
Q40821 Polyubiquitin 8 Po3438 S-Adenosylmethionine synthetase 2
Qap0s8 DNAK-type molecular chaperone HSP70 QsFXTs 265 Proteasome regulatory A subunit
ool v i el i i
1 5 peroxidase
Pios78 SER = protein $19 QoasRs Aszcorbate peroxidase
Qa3wzs Cyclophilin A-1 QezR33 Reversibly glycosyisted polypeptide
Qe3223 Sucrose synthase type 2 ColLFea Late embryogenesis abundant protein-like
QolLFes Late embryogenesis abundant protein-like QsGUoT Giobulin-2
0sS7U3 Embryo-specific protein QsGUn Globulin-2
QaGUo1 Globulin-2 P26517 Glycersldehyde 3-P dehydrogenase INAD)
A Q43247 Glycersidehyde 3-P dehydrogenase (NAD}
QsGUo1 Giobulin-2 ) CeFFs2 605 Ribosomal protein L12
Q41581 LMW glutenin (fragment) P28s14 Banwin
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SwissProtno. Proteina SwissProtno. Proteina
Pa3enz Serpin homolog WZ 53 Qslkve Seed globulin
Q4aoers Aldolsse Qoes32 DNAI:I inding protein HEXBP
Posssz Serpin homolog WZS3 QeFRVO Chitinasec
041593 Serpin Oz3u83 Ascorbate peroxidase
QsZR33 Reversibly glycosylsted polypeptide (10 dpa) 023383 Ascorbete peroxidase
; QsFERa 205 Protessome a-subunit
Poasg2 Serpin homolog WZ S3 (38 dpa} .
Q723983 Ascorbste peroxidase
QsZRia Formate detwdrogenase Gessls Small ras-related GTP-binding protein
QsZR33 Reversibly glycosylated polypeptide P 4
11965 Chitinase-a
QsZRis Formate dehydrogenase P27910 Aviih
Qsoe78 AIM&_H QaFsS7a Triosephosphate isomerase
QslLKz3 Peroxidase 1 QsLKVS Seed globulin
081221 Actin : QoFS79 Triosephosphate isomerase
Qar3t9 Acykacyl-carmier protein dessturase P34937 Triosephosphate isomerase
as3Y71 Protein disulfide-isomerase precursor QsLK23 Paroxidase 1
Qaoee Aldolass QsLkva Sead giobulin
QslKa3 Peroxidase 1 Qas4F? Thaumatin-like protein TLP?
QaMave Giycaraidehyde-3-P dehydrogenase (NAD) Q9FER4 20S Protaasoms a-subunit
Q40069 Peroxidase BP1 P29545 Elongstion factor 1
P25861 Glyceraidahyde 3-P dehydrogenass INAD) Og4sRs Ascorbate peroxidsse
QslK23 Peroxidase 1 QoLMK1 F10X1.2VF7A7_100 protein, similarity
QaSTss Serpin QaAXHT 1-Cys peroxiredacin
Q94CS56 Lagumin-fike protein Qos11& Avenin N9
Qs42N5 Auxin-induced protein (10 dpal Ps2572 Paroxiredaxin )
QsMave Giycerskdehyde-3-P dehydrogenase INAD) (38 dpal QsLsUz 205 Protsssome x-subunit B
DeMaVa Glycersklehyda-3-P dﬂ‘h‘vdl’mﬂﬁ INAD) Ge6185 Superoxide dismutase [Mn]
P26517 Glyceraidehyds-3-P dehydrogenase INAD) CaME31 GSH—depandent_dedemsmfoate reductase 1
: L Qs3Vas Expressed protein
Qo2KS2 TGF-p receptor-imteracting protein 1 : o
S P18347 a-Amylasesubtilisin inhibitor
QaXGCs Adenosine kinase
: OsaUHs Dehydroascorbate reductase
Qosers Giobulin Bag 1 ;
: Qa3X0s Cyciophilin A-2
QoFRV1 Chitinase-a Qoe112 Avenin N
Q94kS2 TGP recapior ineracting protein 1 QoLMK1 F10K1.2VF7A7_100 protein, similarity
Pato95s 805 Acidic ribosomal protein PO QeMB31 GSH-depandent dehydroascorbste reductass 1
Q84CSe Legumin-like protein QeLMK1 F10K1.2YF7AT7_100 protain, similarity
Qs4Cse Legumin-like protein _ QoLSTe #-1Subunit of 20S protessome
QalTre 265 Protessome regulatory subunit $12 QsMB31 GSH-dependent dehydrosscorbate reductase 1
aoe11s Avenin N9 QoZsUz Transiation initiation factor SA
QaFTo0 Malate dehydrogenase (NAD) QBLRME Translstionally controlied tumor protein
QselAz Malate dehydrogenase (NAD) Qe3X0s Protein disuifide isomerasa 2 precursor
Psg027 Guanine nucleotide-binding protein p subunitdike protei Qa1set Heat shock protein 16.9C
Qg94sRs Ascorbste peroxidase Q41518 Gmfnau rich RNA-bi_nding protein
Qazass PPi-fructose-6-P 1-phosphotransforsse Q41518 Giycine-rich RNA-binding protein
Qe2w.iz Glyoxalase | Qazer 3 Ubiquitin-protein ligase
Qeoms Aldolase pasess £0S Ribosomal protsin 520 (10 dpa}
Qo7B10 Tritin Qa3ssg Grsin softness protein 1b (36 dpal
Tos212® Glucose and ribitol dehydrogenase P1731¢ a-Amylasaftrypsin inhibitor, CM3
QaCsYs Initigtion factor 3g Pz3345 Superaxide dismutase [Cu-Zn]
Qawsls Purple acid phosphatase Qa3gm2 Glycine-rich RNA-binding protein
Q7653 OSJNBbLO118P14S Q02254 Nucleos:de diphosphate kinase |
QsLeCs Xylanase inhibitor protein | QeXHSo &0S Ribosomal protein $12
Q7Xes3 0SJNBbo118P145 Qes0Gs Pathogenesis-related protein &
QsiLsCs Xylanase inhibitor protein | Po108S a-Amylase inhibitor 0.18
QslKve Seed globulin Qasai Glutaredaxin

Fig. 11: Proteine dell'endosperma di frumento identificate tramite MS (Vensel et al., 2005)

1.4.2.2! lipidi
La cariosside di frumento e costituita da lipidr p@a percentuale dell’1,5-2%. In

generale i cereali sono poveri in lipidi.

| lipidi presenti nella cariosside di frumento sosia di tipo polare (glicolipidi e
fosfolipidi) sia non polare (soprattutto triglicei. Un parte di essi si lega all’'amido
formando gli amido-lipidiMorrison, 1995) un’altra parte si lega alle proteine della farina
durante la lavorazione dell'impasto influenzandtemolmente le caratteristiche reologiche
(Goesaeret al., 2005)
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| lipidi polari, derivati dalla parete cellulare,ogsono contribuire a ridurre
I'assorbimento del colesterolo ed in generale roiglie I'ambiente del tratto digestivo

inferiore (Sugawara and Miyazawa, 2001)

1.4.2.3Vitamine, minerali e composti chimici
Il frumento nella sua integralita costituisce uneotia fonte di minerali essenziali
quali zinco, ferro e selenio. Soprattutto nei Paestia di sviluppo la scarsita di alcuni

minerali € causa di importanti malattie.

L’apporto di selenio nella dieta e fondamentale lpesue proprieta antiossidanti,
anticancerogene e antivirali. Stu@hao et al, 2009) mostrano un’associazione tra il
decremento di ferro e zinco e l'alta produttivitaoltre la biodisponibilita del ferro e
limitata dalla sua localizzazione nello strato abmico della cariosside dove risulta
complessato da un agente chelante che ne ostdastarbimento nel tratto digestivo

umano.

| cereali integrali forniscono un apporto signifivza delle vitamine del gruppo B,

in particolare tiamina, riboflavina, niacina.

Il frumento e inoltre una discreta fonte di bio(ib@10Qq:g/100g) e di acido folico
(30-9Qug/100g). Essendo povero in lipidi, esso tende amchessere povero in vitamine
liposolubili quali, A, D, e K ma contiene valori @gezzabili di vitamina E (3%9/9)
(Dewettincket al, 2008) Studi di laboratorio hanno dimostrato che i ckriesegrali per
colazione hanno un contenuto di antiossidanti siraiguello di frutta e verdukiller et
al., 2000)

| cereali sono inoltre considerati una discretadah fitoestrogeni, in particolare i

lignani, che svolgono un ruolo di prevenzione duai tipi di cancro negli adulti.

Vitamine, sostanze antiossidanti, minerali e pra@eicche in lisina sono presenti
in percentuali apprezzabili nel germe e negli sesiterni della cariosside, frazioni rimosse
durante la molitura con un guadagno nella paldatabiha una perdita nel valore nutritivo
dei prodotti derivati. Tali considerazioni sonowale delle ragioni alla base del rinnovato

interesse per i cereali integrali
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1.4.2.4’amido

L’amido € il principale componente dell’endosperdala cariosside di frumento.
Questo rappresenta la principale forma di energiearde la germinazione, quando le
amilasi lo riducono fino ad arrivare all’'unita dugosio, che viene utilizzato dall’embrione

durante le prime fasi di sviluppo.

L’amido rappresenta anche la maggiore fonte digiaarell’alimentazione umana
e animale. Esso viene digerito nell'intestino teruelotto a zuccheri semplici. L'amido di
frumento € composto solo da unita di glucosio;rdéaudi glucosio sono unite da legami
glucosidicia-1, 4 per formare catene lineari e le ramificaziemgono formate attraverso i

legamia-1,6 sulle catene lineari.

L’amido € costituito da due classi di molecole,nibpectina e amilosio, che
differiscono tra loro per la frequenza di ramificad e il grado di polimerizzazione.
L’amilopectina & una molecola molto grande con taxdg di polimerizzazione che varia
da 105-107 e presenta punti di ramificazione, irdimeun punto ogni 15-20 unita di
glucosio, mentre I'amilosio ha un minor grado diiperizzazione che varia da 103 a 104,
contenendo da zero a pochi punti di ramificazioQeeste differenze tra amilosio e
amilopectina sono importanti a livello funzionale,quanto si riflettono nella varieta di

applicazioni nelle industrie alimentari e chimiche.

1.5 RUOLO DELLA CONCIMAZIONE AZOTATA

L’azoto e uno degli elementi indispensabili allarga, che con maggiore frequenza
si trova nel terreno in quantita insufficiente adisfare il fabbisogno del frumento. Con
I'obbiettivo di ottenere elevate rese di prodotto una coltivazione di frumento, la
concimazione azotata e di primaria importanza. uantjta di azoto da apportare alla
coltura con i concimi azotati varia in funzione deguenti fattori: caratteristiche genetiche
della varieta coltivata, quantita dell’azoto dalré@o utilizzabile dalla pianta in funzione
dell'intensita di mineralizzazione della sostanzayamica, condizioni climatiche che
influenzano non solo lattivita dei microrganisnelderreno, ma anche la perdita di azoto
per dilavamento, disponibilita di acqua per la paaspecialmente durante la fase di levata

e la maturazione delle cariossidi, costo di acquestli distribuzione del concime.

Le condizioni climatiche hanno un’influenza riletansulla dose di concime

azotato da distribuire alla coltura. Quantita maggrengono utilizzate quando I'ambiente
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e fertile e quando la varieta coltivata rispondeatdlivelli di concimazione azotata con
rese elevate; mentre la quantita di azoto devendiim@ nelle zone semiaride ed aride, in

quanto cio comporterebbe un alto consumo idrico.

Nelle condizioni dell'ltalia Settentrionale e Cem®ettentrionale una dose media di
azoto puo variare da 120-150 kg/ha, ma si arrivdharai 200 kg/ha. Nell’ambiente caldo
arido del Mezzogiorno e delle isole non vengoncesafie invece i 100-120 kg/ha e spesso
conviene rimanere su livelli inferiori (70-100 kgjh Diverse sperimentazioni hanno
evidenziato l'effetto positivo del regime idrico llsu produzione, mentre per quanto

riguarda il contenuto proteico l'irrigazione detémanun lieve decremento.

Per evitare in ogni momento carenze nutrizionalilangianta, € necessario
distribuire appropriatamente la fertilizzazione. téwreni carenti di azoto € consigliabile
distribuire una parte del concime alla semina @@&kstimento, per favorire lo stesso e

I'accrescimento delle giovani piantine.

L’epoca di concimazione influenza il contenuto prod della cariossid@Martin
M. et al, 1990) per cui e importante effettuare la concimaziozetata durante la

maturazione.

Nel frumento la fertilizzazione organica, non haltmeantaggio, dato che I'azoto &
disponibile in modo molto lento, e cid provoca taaliva maturazione ed intensi attacchi

da parte di parassiti.

1.6 LE ALLERGIE AL FRUMENTO: SINTOMI E DIAGNOSI

Si stima che nei Paesi sviluppati, piu del 40% adglbpolazione possa essere
colpita dalle allergie. Mentre la “prima ondata” dialattie allergiche (asma e rinite
allergiche) sono apparse circa 50 anni fa, unadrs#& ondata” di allergie alimentari
emersa negli ultimi 10-15 anrn(Prescott and Allen, 2011)Le allergie alimentari
influenzano piu del 1-2%, ma meno del 10% dellagteione. Anche se centinaia di studi
epidemiologici sono stati diffusi, & ancora difficdeterminare le allergie alimentari con
certezza, a causa della grande variazione delledokeigie. In ogni caso, tutti questi studi
mostrano chiaramente che le allergie alimentarbsora preoccupazione importante per la
salute(Sicherer, 2011)
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La EAACI (European Academy of Allergy and Clinigalinunology), ha proposto
di classificare le reazioni avverse agli alimefijra 12). L'allergia alimentare € una di
queste reazioni; ed e definita come una reaziomgs@nsitiva caratterizzata da un

meccanismo IgE mediato.

r I l T .
_ tofood
l : |
[ Non-toxic reactions ‘ {_Toxic reactions
| I |
Immune mediated Non-immune mediated
(food allergy) (food intolerance)

a1 —
B [ie] e

Fig. 12: Classificazione e terminologia usate in Europa per le allergie alimentari. (http://www.globalspec.com)

La prevalenza generale delle allergie alimentair@ il 6-8% nei bambini durante

I primi tre anni di vita(Woodset al, 2001) Nella maggior parte dei casi, le allergie
alimentari nei bambini coinvolgono il latte vacciade uova, ma fortunatamente solo nei
primi 5-8 anni di vita, dato che dopo questa sogél'85%dei casi si osserva remissione.
Negli adulti le allergie alimentari sono meno freqti che nei bambini piccoli; in Europa
circa il 2,4% degli adulti hanno un’allergia alimare (Kanny et al, 2001) Solo un

numero limitato di alimenti sono responsabili pemaggior parte delle allergie alimentari
e, tra questi alimenti, solo poche molecole somaciadi provocare una risposta allergica

in individui predisposti.

Gli allergeni delle piante sono piu frequentemecwévolti nelle allergie degli
adulti, anche a causa di reazioni crociate conallargeni. Inoltre, si osserva una notevole
variabilita nelle frequenze delle allergie a parici composti: in particolare negli USA
c’é un’alta prevalenza delle allergie agli arachiéntre soia, latte vaccino e uova di
gallina, sono i piu frequenti allergeni alimentameGiappone, e in Francia ci sono piu

allergie alla senape che negli altri Paesi. In &yatlo e in Spagna l'allergene alimentare
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piu frequente € il pesce; in Italia sono i fruttindare, latte vaccino, e in Scandinavia le
noci (Ferrari and Eng, 2011)n generale si osserva una frequenza dello 0,4%% della
popolazione in generale per le allergie ai frutéle noci, 0,1% - 1,4% per le verdure e

meno del 1% al frumento e sdi@auidimeeret al,, 2008)

Le allergie alimentari causano delle condizionniclhe che coinvolgono il tratto
gastrointestinale, la pelle, le vie respiratorielaopiu pericolosa di tutte le reazioni
allergiche, l'anafilassi. Queste reazioni dipendatale caratteristiche fisico/chimiche
dell’'allergene responsabile per la sensibilizzagjaose (quantita suggerita), se I'alimento
viene ingerito da solo oppure combinato con alisi che potrebbero rallentare il suo
assorbimento, con l'associazione di bevande alweliaspirina oppure esercizio fisico e
soprattutto, quelli che genericamente vengono défaitori individuali” (Aseroet al,
2007). La sensibilizzazione alle allergie alimenparo avvenire tramite il tratto intestinale
ed e spesso causato da proteine stabili, ma petrabhbhe essere una conseguenza di
sensibilizzazione agli allergeni aeriforrfBreiteneder and Ebner, 2000 ella diagnosi
vengono identificati gli alimenti offensivi, cos@rtamente essenziale, e in alcuni casi
I'identificazione della proteina responsabile, dt&#@ncora piu importante, poiché diversi
alimenti che contengono allergeni omologhi che potdmente potrebbero generare una
reazione incrociata, potrebbero dare un rischialole reazioni allergich¢Aserpet al,
2007)

1.6.1 Manifestazioni cliniche

Le allergie alimentari causano diverse condizidmiche, e possono coinvolgere
diversi organi come per esempio: il tratto gasteshnale, la pelle, le vie respiratorie o
provocare anafilassi (la piu pericolosa di tutterdazioni allergiche). In casi estremi i
pazienti possono presentare dei sintomi cardiovasoche comprendono l'ipertensione,
shock, ritmo cardiaco irregolare, e i pazienti spesportano una sensazione catastrofica
(Ebo and Steven 2001)

1.6.1.1 Sintomi Gastrointestinali

Il disordine gastrointestinale potrebbe presenthversi sintomi come la nausea,
dolori addominali, spasmi al colon, vomito, ritemz¢ gastrica, ipermotilita e diarrea
(Sampson 1999) sintomi solitamente si sviluppano entro pochnuti fino a due ore

dall'ingestione dell'alimento offensivo. Gli allezgi alimentari che causano sintomi
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gastrointestinali sono generalmente resistentiaglaimento con pepsina, e sono capaci di
arrivare al tratto gastrointestinale in una formaag] non modificata oppure come
frammenti (assemblati) con la sufficiente quantiiaresidui allergenici. L'immediata
reazione di ipersensibilita gastrointestinale eamsnte isolata, e molto spesso
accompagnata da sintomi allergici in altri orgaaniget (pelle, naso, polmoni e occhi)
(Aseroet al, 2007)

1.6.1.2 Disturbi della pelle

Frequentemente, i mediatori IgE delle allergie altare coinvolgono la pelle con
sintomi cutanei immediati come prurito, orticagaangioedema. Specialmente nei pazienti
adulti, il piu comune disordine della pelle e liodria acuta, con 0 senza angioedema
(Sampson, 2003a)Poiché componenti degli alimenti IgE-reattivi somapidamente
assorbiti, I'orticaria pud apparire in pochi mindéll'ingestione degli alimenti offensivi e
durare per qualche ora. L'orticaria da contattonedisturbo piuttosto comune associato
alla manipolazione di alimenti, e in alcuni caspaizienti con orticaria da contatto hanno
anche allergie alimentari. Gli alimenti piu comgnoinvolti nell’orticaria da contatto sono i
frutti, pesce, vegetali e anche carne cruda. Lergi#t alimentari possono anche apparire
come infiammazioni croniche della pelle, conoscitdene dermatite atopica (AD), molto

comune nei bambini, ma rare negli ad(#tseroet al, 2007)

1.6.1.3 OAS (Sindrome allergica orale)

La OAS & un tipo particolare di reazione mediatdgig particolarmente frequenti
negli adulti con allergie alimentari. Gli organiiceolti sono le labbra, mucose delle vie
orali e faringe(Marie et al, 2005) Tipicamente, i sintomi compaiono dopo pochi minut
con prurito nelle labbra, lingua, palato gola efecchie e naso e/o il gonfiore di queste
stesse aree . Solo in alcuni casi il decorso digidrammatico con una reazione letale di
rigonflamento della faringe o con una reazione il@atti€a; di fatto nella maggior parte dei
casi il decorso clinico e lieve ed é risolto neli@a di 1 ora(Sampson, 2005)Nella
maggior parte dei pazienti allergici ai pollini betulla, dopo aver mangiato kiwi, noci,
mele e carote si possono riscontrare le allergaéi, atovute alle proteine omologhe che ci
sono in questi alimenti con il principale allergeded polline di betullfRev. Asercet al,
2005) Tuttavia, la maggior parte dei pazienti con OA80 pmangiare alimenti

generalmente allergenici, dopo essere stati coffiracessati termicamente, perché la
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maggiore parte degli allergeni coinvolti nelle rieak incrociate sono facilmente distrutti
dal calore o dopo digestione pepsinjéaeroet al, 2007)

1.6.1.4 Disturbi respiratori

| pazienti con allergie alimentari possono mostrangtomi respiratori, come
rinocongiuntivite e broncospasmi, dopo aver ingedatimenti offensivi. Questi disturbi
sono spesso associati a disordini gastrointestmaldiella pelle, ma difficilmente sono
presenti come unico sintom@Gampson, 2003a)Rinocongiuntivite e broncospasmi a
seguito di inalazioni di polveri o vapori alimentaono reazioni comuni in pazienti con
allergie alimentari, e sono stati associati spewalte al pesce, crostacei e legumi; e posso
essere osservati anche con la farina di frumeraacottura della pasta.

1.6.1.5 Anafilassi

L’anafilassi € la piu drastica reazione allerg@ayiene nel 17% - 37% dei pazienti
allergenici che vengono ricoverati nelle unita sieegenzgMoneret-Vautrinet al, 2004;
Brown et al, 2001) L'anafilassi alimentare colpisce entrambi i saasmaniera uguale
(Bock et al, 2001)e puo causare la morte (dovuta allasma acutalaswnte entro 30
minuti negli adulti giovani o adolescenti. | cibupgmplicati nella malattia dell’anafilassi
sono le arachidi, le noci, i frutti di mare e laitta con buccia duréSampson, 2003b)
L’anafilassi associata al cibo e indotta dall’esacc fisico si verifica negli individui
suscettibili quando ingeriscono il cibo che innelceaeazione entro 2-4 ore dall’esercizio
fisico (Wang and Sampson 2007/Questo € un caso particolare di anafilassi peiché
sintomi non avvengono in assenza di eserciziodisise I'alimento non é ingerito prima
di fare esercizio fisico. Gli uomini sono meno udhzati rispetto alle donne e, nella
maggior parte dei casi colpisce gli individui satteent’anni(Sampson 2003 b)l periodo
trascorso tra I'ingestione del cibo e la reaziolivéaa varia dai 30 minuti alle 3 ore. Tutti i
cibi possono essere coinvolti, con la prevalenZé darina di frumento(Kano et al,
2000)

La diagnosi delle allergie alimentari pu0 essesgaia con i seguenti test in vivo :
SPT (Skinprick test), APT (Atopy patch test), pralenentari, quantificazionén vitro
degli IgE specifici.
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1.7 ALLERGIA AL FRUMENTO

bY

Il frumento € una risorsa importante proteica per dieta umana, ma
sfortunatamente fa parte di uno dei sei allergbmeantari piu importanti (insieme al latte,
uova, arachidi, soia e pesce). Le proteine del énbtm ingerite o inalate sotto forma di
farina o prodotti cotti possono essere i respoiisddélie reazioni avverse. Queste reazioni
avverse al frumento possono avere un ampio spéitroanifestazioni cliniche a causa
delle diverse vie colpite ad esempio: enteropatiagtutine di frumento (celiachia, anche
se non e considerata un’allergia propriamente Yjediéergie respiratorie alla farina di
frumento, e allergie alimentari al frumen(Battais et al, 2008) Le HWP (proteine
idrolizzate del frumento) possono essere anchevolén nella sensibilizzazione per

contatto. Questo e raro, ma puo indurre reazideigithe sever@ auriereet al, 2006)

1.7.1 Reazioni d'ipersensibili al frumento

1.7.1.1 L’asma del panificatore

L'asma del panificatore € una delle forme piu comamil’asma professionale e
colpisce tra il 4 -10% dei lavoratori dei forni Europa. In Francia particolarmente ¢ |l
primo tipo d’asma professional@meille et al,, 2003)e il secondo nel’lUKMcDonaldet
al., 2000) Diversi studi hanno mostrato una forte assocrezitra I'esposizione alla
polvere di farina e di sensibilizzazione ad alleigh frumento, ma non sono state trovate
prove per I'esistenza di una soglia di esposizpmrda sensibilizzazione e sintomi correlati
al lavoro del frument@Cullinan et al, 2001; Peretzt al, 2005) In figura 13 vengono
riportate alcune proteine che reagiscono con le digEpazienti affetti dallasma del
panificatore.
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Positive
Protein = M, Test patients
Wheat germ 17 RAST 5/9
agglutinin
Peroxidase 16 Dot blot 6/10
Thioredoxin 13 400 EUSA/immunoblot 817
(Tri a 25)
Gliadins
Faste Immunoblot/RAST  21/24
Slow m} 45-65000 | mmunoblot/RAST  15/24
a 24/ 24
[ Immunoblot/RAST 18/24
¥ e e 12/24
Total I mmu noblot 215
Total glutenins 45-90000 Immunoblot/RAST 23/24
I mmu noblot 7115
a-Amylase 54 000 RAST/immunoblot 29/30
(barley)
p-Amylase 64 000 RAST/immunoblot  30/30
(barley)
Acyl CoA oxidase 27000 I mmu noblot Pooled
[two forms) seta
Glycerinaldehyde- 40-42000 Immunoblot 8/10
3-phosphate
dehydrogenase
(five forms)
Triosephosphate 26 000 Immunoblot 5/10
Bomerase
cytosolic
(two forms)
Serpin (two forms) 40 000 Immunoblot 4/10

Fig. 13: Proteine del frumento che hanno reagito con gli IgE di pazienti che presentano I'asma del
panificatore.

1.7.1.2 Allergiealimentari al frumentc

Le allergie alimentari colpiscono il 6% dei bambgiccoli e il :-4% di adulti che
soffrono di allergie alimenta(Sicherer and Sampson 2006a prevalenza delle allerg
alimentari al frumento nella popolazione generastat stimata per i bambini utilizzandc
test di prova orali con una stima dello-0.5% (Zuidmeeret al, 2008. Negli adulti, la
sensibilizzazione al frumento (presenza di IgE ®ipedi frumento nei sieri) € sta

stimato tra 0,4 e 3,6% della popolazi in generaléZuidmeeret al, 2008.

Le malattie causate dalle allergie del frumentoostan stesse di quelle di alt
allergie alimentari. | bambini e gli adulti mostoadiversi sintomi: in particolare i bambi

mostrano piu che altro dermatite atop(AD), a volte asociato con sintomi respirat e
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problemi di ingestione, invece gli adulti mostraslwock anafilattico, angioedema, e la
sindrome di irritazione dell’'intestin@rasaneret al, 1994; Sichereet al, 2000)

1.7.1.3 La Celiachia

La frazione del glutine del frumento, insieme alto e segale (e probabilmente
anche avena) e responsabile della celia¢Billid, 2001; Mowat, 2003)La celiachia
colpisce circa I'1% della popolazione in Europad ®uNord America, Nord Africa e India
(Hischenhuberet al, 2006) La celiachia (CD Coeliac disease) € una malatba
predisposizione genetica, non direttamente IgE atadid € piu frequente nelle donne che
negli uomini. Generalmente la CD appare con diarseanito, debolezza generale,

gonfiore delladdome, ma molti altri sintomi possassere presenti.

La celiachia e anche considerata una malattia maotone, a causa degli auto-
anticorpi trovati nei pazienti contro I'enzima tsgutaminasi tissutale (TG2). Sembra che
TG2 aumenti laffinita tra i peptidi gliadinici idlizzati e la HLA (human
histocompatibilyleucocyteantigen) classe 2 DQ2 olecmle DQ8 su cellule antigeni
presenti, mediante un processo di deamminaziordtisal di questi peptidiHishenhuber
et al, 2006)

1.8 ALLERGENI DEL FRUMENTO

Un allergene alimentare € una proteina 0 un aptemeico che e riconosciuto da
cellule del sistema immunitario che elicita spetié reazioni mediate da IgE risultando in
sintomi caratteristic{Boyceet al, 2010)

Non tutte le proteine allergeniche sono semprenadsoiute da tutti gli individui
allergenici a un alimento. Se gli allergeni sonocomosciuti da piu del 50% di una
popolazione di individui allergici per [Ialimentoallora sono chiamati “allergeni
principali”. Questo concetto riguarda solo la freqma di riconoscimento da parte delle
IgE, ma non riguarda la gravita delle manifestazatiniche conseguenti.
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1.8.1 Le proteine di riserva

Diversi studi hanno mostrato che la frazione deitige € coinvolta in diverse
reazioni avverse al frumen{®attaiset al, 2006; Palosuo, 2003; Pastoretibal, 2007,
Mittag et al, 2004) in particolare il legame tra IgE e le gliadindeeLMW-GS e stato
riscontrato negli adulti e nei bambini con allergiamentari al frumentdBattaiset al,
2003) Le o- e m-gliadine sono state trovate come minori allergeeil’asma del
panificatore(Sandifordet al, 1997) dato che in questo caso sono le proteine appantien

alla frazione solubile (non glutine) ad essere n@aguente coinvolte.

Le o-gliadine sono il principale allergene per il 10@#gli adulti con WDEIA
(wheat-dependentexercise-inducedan aphylaxis)c@ioanafilassi, e per il 55% di quelli
con l'orticaria. Studi di Moritaet al. (2003) riportano che-5 gliadine e il principale
allergene in WDEIA; mentre le LMW-GS di tipo B vesrgp considerate importanti
allergeni negli adulti e bambini con anafilagBiastorelloet al, 2007; Akagaweet al,

2007) e le HMW-GS sono considerate allergeni minori.

1.8.1 Le proteine solubili

Oltre alle proteine del glutine, sono state idécdte come proteine allergeniche
anche quelle solubili in soluzioni saline, tra duirttosio- bifosfato aldolasi, serina proteasi
(Serpine), inibitoric-amilasi, LTP, Acil-coenziama A ossidasi e per dasi(Sanchez-
Mongeet al, 1997; Weisgt al, 1997; Sandest al, 2011)

| pit importanti di questi allergeni solubili inlsaioni saline correlate allasma del
panificatore, sono gli inibitori delle-amilasi.Letho et al (2010) hanno mostrato anche
che la proteina Taumatina e coinvolta nellasma mhehificatore. Un altro importante
allergene € LTP (Lipid Transfer Proteins), che éralato con le allergie alimentari
(Pastorellcet al, 2007; Battai®t al, 2005)ma anche nell’asma del panificatqRalaciet
al., 2009)

Pastorelloet al. (2007)hanno identificato altre proteine legate agli igEpazienti
con allergie alimentari al frumento. Alcune di queegperossidasi, serpin@;amilasi,
tororedoxirn B) sono state riportate come allergeni dell’asmlpanificatore mentre altre
(globuline, tritine,B-purotionine, puroindoline) non sono state idecdife in altri studi.
Queste diversita potrebbero essere spiegate deratiffe in popolazioni o nei differenti

approcci usati per identificare le proteine legégi (Tatham and Shewry 2008)
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1.8.2.1 Alcuni allergeni del frumento delle protsolubili
Lipid Transfer Proteins (LTP) le LTP vegetali hanno proprieta antimicrobiche e

giocano un ruolo nei meccanismi di difesa nellanf@iacontro i loro patogeni. Queste
proteine inizialmente sono state trovate in semfrainento e in orzo, segale e avena
(Douliez et al, 2000)e sono state isolate dalla frazione solubile dappresentano circa
5-10% delle proteine totali solubi{Kader, 1996) La famiglia delle LTP & onnipresente
nei vegetali e include proteine monomeriche che stabilizzate da ponti disolfuro. Due
famiglie principali sono state isolate: LTPns1 e ¥ns 2 con una massa molecolare di 9

e 7KDa rispettivamente.

Anche se entrambe le famiglie sono caratterizzateurd pl di circa 9 e conservano 8

residui cisteinici coinvolti nei ponti disolfuro,astrano un bassa similitudine (30%).

Le LTP vegetali mostrano ampie sequenze omologlesitne meno sequenze omologhe
sono state trovate tra LTPs vegetali e LTPs manmim#Adri studi filogenetici rivelano che
queste LTPs fanno parte della superfamiglia detdapmine(Kreis et al, 1985; Shewry
et al, 2002)

LTPs non specifiche sono state identificate conergeni in una gamma di frutti,
principalmente quelli della famiglia delRosaceagin diversi vegetali e noci. In frumento
le LTP non specifiche sono state descritte comeditapti allergeni alimenta(Battaiset
al., 2005; Pastorekt al, 2007)anche associate con I'asma del panifica(Badacinet al,
2009)

Inibitori _o-amilasi/tripsina (ATI):le perdite di raccolto in tutto il mondo sono

causate da insetti parassiti che si alimentan@stuti vegetali. Per la propria difesa, le
piante hanno evoluto diversi meccanismi per lagaione, attraverso la produzioni di
composti e proteine di difesa, tra cui gli AlHrancoet al, 2002) La famiglia dellea-
amilasi comprende enzimi che idrolizzano i legawiD-(1,4) glucano e giocano un
importante ruolo nel metabolismo dei carboidratiaiti organismi che usano deamilasi
soprattutto per digerire I'amido come fonte alina@at(MacGregoret al, 2001) Gli
inibitori di a-amilasi che possono anche avere attivita di ioibiti proteasi, vengono
utilizzata dalle piante come enzimi di difesa andbeante la germinazione dei semi, dato
che possono bloccare gli enzimi intestinali dewgetti (Breiteneder and Radauer 2004)
Questa famiglia di enzimi € presente nel frumeotno, riso e maig¢Garcia-Olmedet al,
1992)
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Questi inibitori esistono come monomeri, dimeretrdmeri, composti da subunita
di circal20-160 residui amminoacidici, contenengohti disolfuro(Jameset al, 1997) |
polipeptidi sono codificati da una famiglia multergca presente su piu cromosomi, in
particolare sui cromosomi 3, 4, 6 e 7dei genomi B €arboneroand Garcia-Olmedo
1999; Islamet al, 2003)

La famiglia degli ATl & considerata la principalausa dell’'asma del panificatore.
Diversi membri di questa famiglia sono capaci dnsseilizzare i pazienti atopici
suscettibili attraverso l'inalazione ma anche lésgone. Gli allergeni all'interno della
famiglia degli inibitori nei cereali comprendononta subunita (WDAI-2, WTAI-CM,
WTAI-CM2, WTAI-CM3, WTAI-CM16), gli allergeni omolghi dell'orzo CMb*, Hor v
15 (Hor v 1/BMAI-1), e le proteine dimeriche d’orz8ec ¢ 1 della farina di segale, gli
inibitori a-amilasi dimerici del riso RDAI-1 e RDAI-@Breiteneder and Radauer 2004é
subunita degli inibitori tetramerici di frumento A* sono state descritte come una forma

glicosilata.

Beta-amilasi:le f-amilasi sono state trovate nella maggior partéedsblture di
cereali e si presentano in due forme diverse, & gudifferenziano nelle loro espressione:
una forma e specifica per I'endosperma, mentrdardaha un modello di espressione
tessuto-ubiquitari¢Ziegler, 1999)

Gli enzimi B-amilasi sono solubili in acqua (classificati comlbumine) con alto
peso molecolare (~60KDa) in condizioni ridotte; sfiesono codificati dai locB-Amy-1
sui cromosomi 4DL, 4AL e 5AL. Queste proteine seapidamente degradate durante la

germinazione del seme come proteine di riservérdeiento.

Utilizzando analisi RAST, Sandifordt al, (1994) hanno rivelato I'allergenicita
della B-amilasi da orzo nell'asma del panificatore. inthcanche da Larret al (2011),

attraverso un approccio allergenomico
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1.9L’ANALISI PROTEOMICA

L’analisi proteomica si propone la descrizione dei complpssieci, dinamici ed
interattivi, piuttosto che la caratterizzazionepdoteine selezionate negli studi clici di

tipo chimico o biochimico, figura 1

Gli studi proteomici sono focalizzati su due principaliee: la proteomica
funzionalevolta a stabilire e interazioni che le proteine stabilisconel proprio intorno
cellulare; la proteomica di espressio per la definizione qualitativa e quantitati

dell’aumento e/aiminuzione dei livelli di espressione prote.

(%"ma & nucleus o

DNA intron exon™

= = e — =\

Trascrittoma l RNA
SPLICING 73
-‘\\LJI; .\\_J— -’: -.
s U‘Hm
(10°-10° specie proteiche)

Fig. 14: Maggiore ordine di complessita del proteoma rispetto al genoma

1.9.1 Proteomica funzions

L’obbiettivo & principalmente la definizione defianzione biologica di proteine
cui ruolo & ancora sconosciuto e le interazionigina - proteina in vivi, per spiegare a

livello molecolare i mecanismi cellular(Godovac-Zimmermann &t al., 2003)

Definire la funzione di una proteina, significa@sare un posizione all’interno d
una cascata di eventi celluli Inoltrecome & ben noto, molte delle funzioni cellulari 1
sono svolte dalle mteine com entita individuali, ma in combinazione con a
componenti proteiche che, stabilendo c interazioni rapide e specifiche intervengon
condizionano la realta funzionale di una ' proteina. L'inerazione di questi proces
realizza dellevere e proprie reti molecolari, dotate di no diramazioni che, in definitive

creano circuiti in cui scorre la trasmissione ¢ informazioni.

In figura 15,viene schematizzaiuna delle strategie utilizzate per comprendel

interazioni tra proteine.
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Fig. 15: a. Strategia che viene applicata nella proteomica funzionale. b. Mappa dell'interazioni che puo avere
una proteina in studio

a.

1.9.2 Proteomica differenziale

Il confronto simultaneo di migliaia di proteineuh sistema biologico in condizioni
diverse, o il monitoraggio delle stesse caratiehst durante le diverse fase di sviluppo
dello stesso sistema, € uno degli obbietti pridcigalla proteomica differenziale. Si puo

eseguire questo confronto sia a livello qualitatihe quantitativo.

La metodica piu usata per monitorare i cambiamengspressione proteica € la
elettroforesi bidimensionale su gel (2DE),che sapar proteine di miscele complesse
mediante due proprieta intrinseche, quali puntelettrico e peso molecolare. In questo
modo e possibile assegnare ad ogni molecola peotgi@ posizione all'interno di una
mappa definita da due coordinate: pl e peso maeeolinoltre i polipeptidi sono
visualizzati e quantificati attraverso procedurecaliorazione. | fattori che determinano la
scelta della procedura di colorazione, risiedondlanasensibilita e nella linearita

dell'intervallo di rilevabilita.

Il blu Coomassie € stato di gran lunga il colorangggiormente utilizzato a causa
della sua semplicita d’'uso e alla sua compatibiibd altre tecniche analitiche come il
sequenziamento di Edman e la spettrometria si maksarova pero un limite applicativo
nella proteomica per quanto riguarda la sua sditgilwhe € approssimativamente 1ug,
mentre coloranti come il Silver-staininge quellidtescenti (Sypro Ruby e Sypro Orange),

sono piu sensibili e rilevano nanogrammi di pratanei gel.

Le mappe ottenute sono acquisite da un densitormedrogni pixel & associato un
valore di assorbanza che é proporzionale alla cdraz@one della proteina presente nel
pixel. La riproducibilita di tali mappe rappresenta punto chiave per il loro utilizzo in

indagini di tipo comparativo. Le variazioni analfie dovute al trattamento del campione,
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ai procedimenti di colorazione o acquisizione dmithagine o variazioni biologiche
dovute allambiente in cui il campione é stato o, processato e conservato; vengono
annullate dai replicati analitici (variabilita speentale) e replicati biologici (varieta

biologica) (Figural6).

In questo modo le mappe possono essere comparategil@ere differenze

statisticamente significative nell’espressione gicz.

1 2

- |

Replicati biologici 1 2 3 1 2 3
Replicat anliii Iy IyIy Iy

Fig. 16: Disegno sperimentale per studi differenziali

La tecnica 2D DIGERifferentialln Gel Electrophoresis) conferisce, teoricamente,
a gl studi di proteomica comparativa una maggiacecuratezza. Essa utilizza la
formazione di legami covalenti tra ghammino gruppi della lisina con differenti colorant
fluorescenti (Cy2, Cy3, Cyb5).

~

Cio perché é possibile utilizzare un solo gel perseéparazione proteica e la
quantificazione delle differenze tra i campionigthnde vantaggio di questa tecnica e che

viene ridotta la variazione degli spot da gel a(§ejura 17).

Campionet
® ° ione 2
o ®
L Qanda: Interno
o P
[ ] o ©

oo ©
f o ©
a

Fig. 17: Disegno sperimentale negli studi differenziali che utilizzano la tecnologia DIGE. a: determinazione
simultanea all'interno dello stesso gel; b: confronto tra gel diversi.
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Nell’era della post-genomica, la proteomica si pasia la centro delle ricerca della
genomica funzionale, per lo studio della funzioee geni nell’intero genoma. Inoltre nei
sistemi vegetali la proteomica differenziale & aampénte applicata. Essa ha dato il suo
contributo anche alla comprensione degli effettiladdfertilizzazione azotata sulla
cariosside di frument@Altenbachet al, 2011; Tetard-Jonest al, 2013; Hurkmaret al,
2013)
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2. SCOPO DEL LAVORO

E’ opinione comune che 'aumento delle allergiesiedintolleranze al frumento sia
dovuto ad un aumento del contenuto proteico ddgfimati ottenuti dalle nuove varieta
che sarebbero state sviluppate proprio per perreafie uso estensivo della concimazione
azotata, determinante per I'accumulo proteico nedlaosside. In quest’ottica, le vecchie
varieta di frumento, soprattutto quelle sviluppgteéma della Rivoluzione Verde,
dovrebbero contenere una minore quantita di allergeltre a rispondere meno alla
concimazione azotata, essendo state concepite guarefiere una produzione costante,

sebbene non eccellente, in assenza di intervefartdizzazione.

Per poter rispondere, almeno in parte, a questaadda) in questo lavoro abbiamo
preso in considerazione due genotipi di frumentm diil recente rilascio, Svevo e Claudio,
insieme a due genotipi, sempre di frumento duribygpati prima degli anni '50, Senatore

Cappelli e Urria.

Le 4 varieta sono state coltivate per due annatmansola localita e sottoposte a tre
regimi di concimazione azotata. La granella raec@tstata quindi sottoposta a saggi
ELISA utilizzando sieri di pazienti con allergiespgratorie al frumento e inoltre, sono stati
analizzati parametri correlati con le proprietantdogiche degli impasti, cosi come e stata
eseguita un’analisi proteomica relativamente alletgine solubili, maggiormente

coinvolte con le allergie respiratorie.



3. MATERIALI E METODI

3.1 MATERIALE VEGETALE

Varieta di frumento duro di antica e nuova costituzone

Sono state prese in considerazione due varietaruheinto duro di antica
costituzione, Senatore Cappelli e Urria; e dueetardi nuova costituzione, Svevo e
Claudio.

Le prime sono varieta che presentano caratterestitiresa costante anche se non
molto alta, e la cariosside € giallo ambra. Essenahiedono interventi di fertilizzazione

intensiva.

Le varieta di nuova costituzione sono state seteg@ per I'alta produttivita e per
la qualitd delle proteine, nonché per il notevahelice di giallo della semola. Esse

richiedono interventi di concimazione.

3.2 SIERI UMANI

Per il test ELISA (paragrafo 4.5), sono stati usateri di pazienti che presentavano
allergie di tipo respiratorio. Questi sono staggauppati secondo i diversi tipi reazione
sintomatiche (figura 18)

N;:iz?;zt‘:e' Eta Sintomi
857 20 R
858 47 AT
863 41 AT
865 23 AT
1020 49 R+AT
1021 30 R+AT

Fig. 18: Sieri dei pazienti pressi in considerazione, affetti da allergie di tipo respiratorio. AT :Asma; R: Rinite



Materiali e Metodi

3.3CONCIMAZIONE AZOTATA

Sono stati utilizzati tre livelli d’azoto: N1, 30Kkw; N2, 60kg/ha; N3, 90kg/ha. La
concimazione azotata e stata effettuata sotto fatimidrea in due fasi successive, alla
semina (60%) e in copertura (40%).

E’ stata prima effettuata una concimazione di formdm perfosfato triplo 2,17
g.li/ha, cioe 100U/haf®s. La densita di semina adottata é stata di 180akg/h

3.4 DISEGNO SPERIMENTALE IN CAMPO

La semina sperimentale si e svolta a Cesa (Arezed),é stata effettuata
dall'Universita di Firenze (Prof. S. Benedettelll’ stato utilizzato un disegno
sperimentalesplit-plot tre livelli di azoto (nain-plo), quattro varieta di frumento duro, tre
repliche biologichefub-plo} per ogni varieta in due annate (2010-2011 e Zmi2).

In figura 19 e 10,viene schematizzata la parcellgpieno campo. Sono stata
coltivate cinque varieta di frumento tetraploidellel quali quattro di nostro interesse.
Inoltre & stato applicato un riempimento (R) nelrdoo della parcella; ogni fascia
corrisponde ad un livello di azoto diverso (N1, NN3) e su ogni livello sono state

realizzate tre repliche biologiche.
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61
| w44 | 14 | 1e4 | 144 | 144 | 1m | 144 |1008

Fig. 19: Disegno eseguito in campo, nella localita di Cesa, Provincia di Arezzo, annata 2010-2011.
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LIVELLL
DI i
CONCIMAZION]

| 14 ‘ 144 | 144 | 144 | 1.4 ‘ 1.4 | 1.4 |10,ns

Fig. 20: Disegno eseguito in campo, nella localita di Cesa, Provincia di Arezzo, annata 2011-2012.

3.5ANALISI DEL CONTENUTO PROTEICO

3.5.1 Metodo CHN

E’ stato eseguito in collaborazione con il gruppel grofessore Stefano
Benedettelli, della facolta di Agraria dell’'univéesdi Firenze. In questa analisi sono state
prese in considerazione le quattro varieta di frbmeluro in esame, nei tre livelli d’azoto
indicati sopra, nell’'annata 2010-2011.
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Da ogni parcella sono stati prelevati campioni rapentativi di 40 g circa di
granella, successivamente macinata con appositonanger |'ottenimento di farina
integrale usata per I'analisi elementare dell’Azatediante analizzatore CHN (Thermo
Fisher Scientific,Waltham, Massachusetts, USA).

Ogni campione e stato analizzato usando 3-4 maurihd in apposite capsule di
stagno, che vengono immessi in un reattore doveea@\a combustione rapida e completa
ad una temperatura di 950 °C in eccesso di ossidgegas prodotti dalla combustione del
campione e contenenti carbonio, azoto e idroger@,, (G, H,O vengono ridotti a B
passano in seguito in una colonna cromatograficae davviene la separazione, e
successivamente in un rilevatore a conducibilitinitea che genera segnali elettrici i quali,
opportunamente elaborati dal software EAGER 30fhigoono le percentuali di azoto,
carbonio e idrogeno contenuti nel campione intrtmddittraverso lo strumento, escluso |l

breve tempo di iniezione dell’ossigeno, viene mante un flusso di elio.

Per ciascuna analisi sono state effettuate duedetl contenuto di proteine totali &
stato poi determinato utilizzando 5,62 come fattdreconversione ed espresso come

percentuale sulla sostanza secca.

3.5.2 Metodo NIR (Spettroscopia nel vicino infrarosso)

Questa analisi € stata eseguita sempre sulle quatieta ai tre livelli d’azoto,
nelle due annate 2010-2011 e 2011-2012, in coléetiane con PSB (Produttori Sementi
Bologna), utilizzando I'apparecchio “NIR Systems065 con la procedura consigliata
dalla casa produttrice.

3.5.3 Analisi statistiche del contenuto proteico

E’ stato utilizzato il programm8&tatistica(Statsoft), considerando diversi fattori a

seconda dei parametri in studio per I'analisi delaanza (ANOVA).

Sono stati considerati due fattori: Varieta (4) ratiamento azotato (3) nella sola
annata 2010-2011, relativamente ai dati rilevath dometodo CHN, mentre per i dati
rilevati nelle due annate 2010-2011 e 2011-2012&\atso il metodo NIR, é stata fatta
un’ANOVA a tre vie, con il seguente disegno spentaée: Annata (2), Trattamenti azotati
(2), Varieta (4).
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3.6 ESTRAZIONE DELLE PROTEINE DELLA CARIOSSIDE DI FRUME NTO

3.6.1 Estrazione delle subunita’ gluteniniche

La frazione proteica corrispondente alle glutenic@nposta da subunita ad alto
peso molecolare (HMW-GS) e subunita a basso pedecolare (LMW-GS), e stata
estratta solo dalle farine delle varieta raccoéifannata 2010-2011, trattate con 30kg/ha e
90Kg/ha (N1 e N2).

Le gliadine e gli oligomeri gluteninici sono staitmossi con propanolo 50% in
proporzione 1:50 (mgl) per 30 minuti a temperatura ambiente. Dopo deigazione a
13000 rpm per 10 minuti, il supernatante & statmiehto. Questa procedura € stata
ripetuta per altre 2 volte e infine il propanolsitkio e stato fatto evaporare mettendo |l
pellet in un evaporatore Savant per circa 5 mingi.subunita gluteniniche sono state
estratte dal pellet in rapporto 1:5 (mg:con Tris-HCI 80mM pH 8,5, propanolo 50%,
DTT 1% per 30 minuti a 65°C. Dopo centrifugaziooene descritto sopra, il supernatante
contenente le proteine e stato alchilato con 4diliridina a concentrazione finale di
1,4% a 65°C per 30 minuti. Le proteine sono statecesssivamente fatte precipitare
overnightin 50 volumi di Acetone freddo e centrifugati. géllet cosi ottenuto € stato
risospeso in un tampone di caricamento compostdissHCI 70mM, pH 6,8, SDS 2%,
glicerolo 10%;y-pironina 0,02% e DTT 1%, centrifugato come desxgbpra e caricato in

SDS-PAGE come descritto nel paragrafo 4.4.

3.6.2 Estrazione delle proteine metaboliche

Vengono pesati 150 mg di farina integrale e risssjerapporto 1:4 (mgd) nel tampone
KCI (50mM Tris-HCL, 5mM EDTA, pH 7,8) e 1X di inibori di proteasi (ROCHE). La
sospensione € stata incubata per 15 minuti in gioamon interruzione ogni 5minuti per
agitare la soluzione e in seguito centrifugata (IB8fpm per 15 minuti a 4°C). La frazione
solubile in KCI e stata precipitata in 5 volumiyvdi 0,1M Ammonio Acetato in metanolo
freddo, il tutto eseguito a temperatura ambienp@idasciatoovernighta -20°C. Il pellet
contenente le proteine metaboliche o insolubili nretanolo € stato ottenuto dopo
centrifugazione come descritto sopra. Il pelletaicslavato 1 volta con acetone freddo,
essiccato in evaporatore Savant e conservato & 4295 al momento dell’utilizzo.
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3.6.3 Estrazione delle proteine cilike

Il supernatante rimasto dopo avere eseguito ilgoalo riportato nel paragrafo
precedente, contiene le proteine chiamate I(B®)-in quanto solubili in cloroformio e
metanolo. Queste vengono fatte precipitare con okeetfreddo in rapporto 1:5
(v/v)overnighta -20°Ce infine centrifugate a 13000 rpm per 16 mi4°C. Il pellet cosi
ottenuto viene lavato una volta con acetone freddsiccato in evaporatore Savant per 5

min, e conservato a -20°C fino al momento deliizaib (Figura 21).

Flour
KCI Buffer
KCl-Insoluble KCI-Soluble
SDS Buffer Ammonium
Acetlate in Methanol
|
SDS-Soluble Methanol-Insoluble Methanol-Soluble
Aoefons Metabolic Proteins
Acelone
Y
Acetone-Insoluble Acetone-Insoluble
Gluten Proteins CM-like Proteins

Fig. 21:Schema di estrazione delle proteine solubili e insolubili in metanolo (da Hurkman et al., 2004)

3.7 ANALISI DELLE PROTEINE

3.7.1 Saggqio 2D Quanti Kit

Il saggio 2D Quanti Kit (GeHealthcare) € basatolegame specifico di ioni rame
alle proteine. Le proteine precipitate vengonogjsse in una soluzione contenente rame e
il rame non legato viene misurato con un agenteritoétrico. La densita colorimetrica é
inversamente correlata alla concentrazione pratdiGgaggio ha una risposta lineare alle
proteine, nell'intervallo di 0-50 mg. Questo kitstato usato per avere un’accurata stima

delle proteine prima di essere caricate in IEF.
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Sei diluizioni (0-50 mg) di BSA fornita nel kit (2yml) sono state utilizzate come
standard. Cinque e dieci pl di campione (contenkenggoteine estratte e risospese in RB)

sSono state saggiati in ciascuna prova.

3.7.2 Saggio DCyprotein

Il saggio DC-Protein (Bio-Rad), € un saggio colorimetrico per la concazibne
proteica, dopo la solubilizzazione in detergentesabo sulla reazione della proteina con
una soluzione alcalina di tartrato di rame e retg€olin. Questo kit & stato usato prima
della marcatura DIGE, perché permette di evitaHdtto d’interferenza dellysis Buffet
(paragrafo 3.10.1) ed e piu efficiente del 2D Quiiit

Per questa quantificazione, nove diluizioni (0-JBBSA fornito nel kit (5mg/ml)
sono stati usati come standard, e due differeizitbni del campione irLysis Buffer
(01:05, 01:10) sono stati testati.

3.8 TEST DI SEDIMENTAZIONE

Il test di sedimentazione viene utilizzato per mdt®e indicazioni delle
caratteristiche qualitative delle farine. Il metodtilizzato € quello di Dick and Quick
(1983).

E’ stato pesato 1g di farina integrale per ogniietar relativamente ai livelli
d’azoto N1 e N3, nelle annate 2010-2011 e 2011-2012

La farina & stata messa in tubi di vetro, sona ataiunti 4ml di acqua distillata e
mescolati, prima manualmente poi con il Vortex fiérsecondi alla massima velocita.
Dopo un riposo di 5 minuti, e un nuovo passaggiovautex di 2 secondi, e un ulteriore
passaggio di riposo di 5 minuti, sono stati aggitiBtml di soluzione contenente SDS2% e
acido lattico 85%, e i tubi sono stati capovolti f6 volte; dopo 20 minuti di riposo € stato
misurato il volume di sedimentazione della farimangm), prendendo in considerazione il

menisco formatosi tra il sedimento e la soluzione.
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3.8.1 Analisi statistica per il test di sedimentazione

Sui dati ottenuti dal test di sedimentazione, pedle annate 2010-2011 e 2011-
2012, nelle quattro varieta, con i due trattamexstotati (N30 e N90), e stata fatta

un’analisi della varianza a tre vie con il softw&tatistica(Statsoft).

3.9ELETTROFORESI

3.9.1 SDS-PAGE per le subunita gluteniniche

Le frazioni corrispondenti alle subunita gluteniméc delle quattro varieta di
frumento duro in studio, ottenute come descrittbpagagrafo 3.6.1, relative ai due livelli
di azoto N1 e N3 dell'annata 2010-2011, sono staparate elettroforeticamente mediante
SDS-PAGE per poi effettuare la relativa analisi sieemetrica come riportato nel

paragrafo 3.9.1.1.

Sono state analizzate 3 repliche tecniche (cooariehe diverse) per ciascuna delle
3 repliche biologiche per le 4 cultivar per ciasdwello di azoto nella’annata 201-2011.
E’ stato utilizzato I'apparecchio SE 600 (Hoefdt).Main gel aveva T=12 e C=1,28,
mentre loStackinggel aveva T=3,67 e C=2,68. e in ogni gel e statesn come standard
un campione corrispondente a Svevo nel livello Khplica biologica D4, dell’annata
agricola 2010-2011 con un volume di 3ul, per pe®seguire appropriatamente I'analisi

densitometrica, come riportato nel paragrafo 4.4.

La corsa € stata eseguita a 30mA per gel a 10°€lettroforesi e stata fermata
dopo 45 minuti dall’'uscita del tracciante. | gehecstati colorati con Coomassie R-G 250
(Sigma). | gel sono stati fissati con una soluzicpnatenete 30% di metanolo e 10% di
acido acetico per 30 minuti in agitazione, e sugigasmente per 10 minuti con una
soluzione contenete 30% di metanolo, infine coiocanh Coomassie R-G 250 in 1%
etanolo e 12% di TCA. Le immagini sono state adtplisol software EPSON Perfection

V750 pro, con una risoluzione di 16 Bit e 300 dpi.

55



Materiali e Metodi

3.9.1.1 Analisi densitometrica
L’analisi densitometrica é stata eseguita sui gehadimensionali con il software
Labimage (KAPELAN Bio-Imaging Solutions).

Per evitare che possibili saturazioni nella colmmag delle bande inficiassero i
risultati, sono state prima fatte delle prove cleenettessero di stabilire la carica piu
appropriata da utilizzare. Percid sono stati fatel SDS-PAGE come descritto nel
paragrafo 4.4, sui quali sono stati caricati divesdumi di campione in modo crescente,
con intervalli di 0,6 ul (1, 7 ul fino a 8,9 pl)opo colorazione e acquisizione d’'immagine
come riportato nel paragrafo 3.9.1, i volumi rilev@al software sono stati riportati in un
grafico.

Inoltre, per evitare possibili problemi di divessitli carica, e stato utilizzato uno
standard (varieta Svevo, replica biologica D4, 'aefiata agraria 2010-2011, con un
volume di 3ul), all'interno di ogni gel SDS-PAGEhec ha permesso di normalizzare i
volumi relativi ad ogni gruppo di subunita (A, B).C

Sono stati presi in considerazione i volumi relaéd ogni gruppo di bande (A:
“HMW-GS” , B: “LMW-GS di tipo B”, C: “LMW-GS di tipo C). Successivamente, sono

state calcolati i rapporti e i valori di percentuddi diversi gruppi.
Rapporti calcolati : HMW/LMW(B); HMW/LMW(B+C);

Percentuali dei diversi gruppi: HMW/ HMW + LMW (BHCLMW(B)/HMW +
LMW (B+C); LMW(C)/HMW + LMW (B+C); LMW(B+C)/HMW + LMW (B+C).

3.9.1.2 Analisi Statistiche nelle subunita glutéctie
L’analisi della varianza sia per i diversi rapparicolati sia per le quantificazione
delle diverse subunita, & stata realizzata corexdier sempre gli stessi fattori: Varieta (4),

Trattamento azotato (2), annata (1), con il sofe/&atistica(Statsoft).

3.10 ANALISI BIDIMENSIONALE (2DE)

In tutte le analisi bidimensionali sono state maditele strip da 18 cm (GE

Healthcare) con range di pH 3-10.
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L'IEF é stato eseguito nell’apparecchio IPGphofGE Healthcare) eseguendo un
programma diverso pero ogni frazione proteica (bwiehe e CMhke), riportato nei
rispettivi paragrafi dedicati. Prima del’'SDS-PAGIg, strip sono state equilibrate per
15minuti in 100mM Tris pH 6,8, 30% glicerolo, 8 MéA,1% SDS, 1% DTT, 0,2 mg/ml
blu di bromofenolo e dopo per altri 15 minuti inObOM Tris pH 6,8, 30% glicerolo, 8 M
Urea, 1% SDS, 2,5% IAA, 0,2 mg/ml blu di bromofemsull’agitatore, a velocita bassa.
Le strip sono state caricate su i gel di poliaanitaide di 20x20 cm e 1 cm di spessore, con
T=15% e C= 1,2%. Le strip sono state bloccate sogehcon I'aggiunta di una soluzione
contenente 1% di agarosio in tampone di corsa SbI8 di bromofenolo. | gel sono stati
fatti correre nell'apparecchio PROTEAN Plus Dod€edl (Bio-Rad), prima per 10 minuti
a 20 mA per gel, e poi per 6-7 ore a 40 mA per b, a dopo 15 minuti dell’uscita del
fronte a 10°C.

Il tampone di corsa usat®(nning Buffer contiene 25mM Tris pH 8,3, 192 mM
glicina e 0,1% SDS. Come descritto prima, la coéssstata condotta per 12 gel

contemporaneamente.

3.10.1 Proteine metaboliche

Dato che le proteine metaboliche sono molto nuneegros questo caso abbiamo

utilizzato la tecnologia DIGE, che permette di eseganalisi complesse in minor tempo.

E’ stato applicato lo schema classico a tre ciar{itgDye). Questa tecnica é
progettata per semplificare il rilevamento e litBoazione delle proteine usando la
tecnica 2-DE e cosi permettere la separazione dirtce campioni diversi nel gel 2-D.
Ognuno dei tre campioni proteici sono stati marcaim un diverso CyDye. Dopo la
marcatura i tre campioni sono stati messi insiegrelg corsa sulla stessa IEF strip e gel
SDS-PAGE. La possibilita di avere diversi campisulio stesso gel fa si che questi siano
soggetti alle stesse condizioni sperimentali, estpueaiuta a superare la variazione
sperimentale, che negli esperimenti di elettrofo2® €& dovuta principalmente alla
variazione tra gel. Infine ogni singolo campionst&to visualizzato in modo indipendente,

selezionando la lunghezza d’onda di eccitazionieeenissione per ciascun CyDye.

L’esecuzione di campioni multipli su un singolo geluce il numero di gel richiesti
per produrre lo stesso numero di dati. Nella DIGEne usato uno Standard Interno

presente all’interno di tutti i gel dell'esperiment.o Standard Interno € generato pabl
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di tutti i diversi campioni dell’esperimento in wmica aliquota, che e quindi lo stesso in
tutti i gel. Cio permette di avere un’elaborazistatistica piu affidabile.

Il pellet contenente le proteine metaboliche ottersecondo quanto descritto nel
paragrafo 3.6.2, e stato risospeso in 500 |Lydis Buffer(8M Urea, 10 mM Tris HCI, 5
mM Acetato di Magnesio, pH 8,8) e le impurita s@tate rimosse usando il 2-D Clean —
Up Kit (GEHealthcare) seguendo il protocollo delésa produlttrice.

Tutti i campioni sono stati solubilizzati di nuowel tampone diysis Bufferad una
concentrazione proteica finale compresa tra 5,®emg/ml. | campioni sono stati marcati
con i CyDye (Cy2, Cy3 e Cy5, GE Healthcare) seguoeiidprotocollo della casa
produttrice.

Cinquantaug di proteina sono stati marcati con 200 pmol dDgs, disciolte in
dimetilformamide anidra. La miscela di reaziondatasincubata in ghiaccio al buio per 30
minuti e terminata successivamente con l'aggiumthOdmol di lisina. Volumi uguali di
tampone 2X (7M Urea, 2M Tiourea, 4% CHAPS, 20 mgDilT e 2% IPG 3-10) sono
stati aggiunti a ciascun campione proteico maregtoi i tre campioni sono stati riuniti. In
seguito, il tampone di reidratazione ( 7M Urea, ZMurea, 4% CHAPS, 2 mg/ml di DTT
e 1% di IPG 3-10) é stato aggiunto per portarelame 340ul prima dell’'lEF.

Il disegno sperimentale, che prevede che ogni camepvenga marcato con le due

cianine alternate, e riportato nella figura 22.

Gel Cy3 Cy5 Cy2
1 Svevo N Svevo N Pooledsamples
2 Svevo N Svevo N Pooledsamples
3 Svevo N Svevo N Pooledsamples
4 Claudio N Claudio N Pooledsamples
5 Claudio Ny Claudio N Pooledsamples
6 Claudio Ny Claudio N Pooledsamples
7 Urria Ny Urria Ns Pooledsamples
8 Urria Ns Urria Ny Pooledsamples
9 Urria Ny Urria Ns Pooledsamples
10 Senatore N Senatore Bl  Pooledsamples
11 Senatore R Senatore N Pooledsamples
12 Senatore N Senatore Bl  Pooledsamples

Fig.25: Disegno sperimentale (DIGE). N: livello 1 di concimazione azotata; Ns: livello 3 di concimazione

azotata.
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Le strip IPG lineari (lunghe 18 cm) sono state na@mte con i campioni proteici
marcati con CyDye per 12 h a 20°C, al buio e laliazazione é stata eseguita a 20°C con
il seguente programma: 200 V per 8h, 300 V per38®0 V in gradiente per 30 minuti,
3500 V per 3,5h, 8000V per 8h; per un totale dk3zh usando il IPGphdt Isoelectric
Focusing System (GE Healthcare). Successivamerggipesono state equilibrate e fatte
correre nei gel SDS-PAGE.

Le proteine marcate sono state visualizzate connfQuaOne (Bio-Rad).
Successivamente con lo scanner Pharos FX Molcuagér® System (Bio-Rad) le
immagini Cy3 sono state scannerizzate con un B32mm e un band pass 580nm (BP).
Le immagini Cy5 sono state acquisite utilizzandolaser 635 nm ed un band pass di
670nm (BP). Le immagini Cy2 sono state scannerzaétizzando un laser 488nm ed un
band pass 530(BP). Tutti i gel sono stati sotta@stansione con una risoluzione di 100
um. La PMT Photo Multiplier Tubg e stata impostata per garantire la massima itéens

di pixel (Medium intensity

L'analisi dei gel e stata eseguita col SameSpoGEnesis ver. 4.5 (Nonlinear
Dynamics, UK) con il pacchetto specifico per la BIGI dati sono stati normalizzati

all'interno del software utilizzando lo Standardeimo.

3.10.2 Proteine CMiike

L’analisi proteomica su questa frazione e stat@tefta attraverso la tecnica
tradizionale 2D-PAGE con colorazione in Coomassie Buesto perché il minor numero

di polipeptidi presenti permetteva di effettuaréamalisi piu dettagliata in tempi ristretti.

| polipeptidi corrispondenti alla frazione Clike delle quattro varieta ai livelli
azotati N1 e N3, ottenuta come descritto nel parfags.6.3, sono stati solubilizzati in 800
ul di soluzione di reidratazione (RB) contenente Uhda, 2M thiourea, 2% (w/v) CHAPS,
2% (v/v) Triton X100, 1,2% (v/vDestreak reagen{GE Healthcare) e 0,5% (v/v) IPG
Buffer pH 3-10. Le strip sono state reidratateernighta 20°C con 274 ul di soluzione
contenente circa 200 pg di proteine e I'aggiunt&@@lpl di RB Rehydration Buffgr La
focalizzazione e stata eseguita a 20°C per 80K0 §24h, 500 V 2,5 h, 1000 V 3h, 5000
V 2 h, 8000 V in gradiente 0,5 h, 8000 V 8,5 hjandbo il IPGphot™ Isoelectric Focusing
System (GE Healthcare). Le strip sono state suse@@sente equilibrate come descritto
sopra. La seconda dimensione é stata eseguita@esogtto prima.
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Tre repliche tecniche sono estate eseguite per oaplica biologica in ogni
trattamento, dando un totale di 72 gel.

| gel sono stati coloratbvernight con una soluzione contenente 100gr/L di
ammonio solfato, 1gr/L di Coomassie G 250, 11%aiil@ fosforico e 20% di metanolo
(Neuhoff et al, 1988) Successivamente sono stati decolorati con 3 tavag acqua
distillata prima di acquisire I'immagine. Tutti iefsono stati scansionati con EPSON
Perfection V750 pro, con una risoluzione di 168800 dpi.

| 18 gel (3 repliche biologiche x 3 repliche tedr@cx 2 trattamenti azotati) relativi
a ciascuna delle 4 varieta, sono stati analizaati 8ameSpot ProGenesis ver. 4.5. che
fornisce anche l'analisi della varianza (ANOVA)Id-DR (False Discovery Rate 0,05),
nonché la PCA (Principle Component Analysis, seodddGormanet al, 2007. Solo gl
spot con valore dp e g piu bassi di 0,05, e con un potere superiore &b,86bno stati

considerati come differenzialmente espressi.

3.10.3 Spettrometria di massa e identificazione dellegimet

Gli spot risultati differenzialmente espressi, Bella frazione CMike, sia della
metabolica, sono stati prelevati dai gel, taglidndmnualmente, e sono stati lavati tre
volte con acqua ultrapura. Sono stati quindi degalr con ACN, trattati con 10 mM DTT
in 50 mM NHHCO; per 40 min a 56°C, e poi alchilati con iodoacetienb5mM in 50
mM NH4sHCO; per 40 minuti al buio. Infine sono stati reidratist ghiaccio con una
soluzione 1 pmol di tripsina (Sigma) in 50 nM MHCO;3, e incubati a 37°@vernight |
peptidi sono stati estratti due volte consecutivae abni spot, utilizzando 50 mM
NH4HCO;, FA (Acido Formico) 5% e poi riuniti. Dopo estrame dagli spot, i peptidi
sono stati purificati con Supeltip C18 (SIGMA, Ailchr) secondo le istruzioni della casa
produttrice, ed essiccati sotto vuoto a temperauarhiente per poi essere risospesi in 10%
di FA.

| peptidi sono stati prima separati cromatografieata con una colonna
Phenomenex Aeris peptide (Tecnolog@e-shel) C18, 150mm X 2.1mm, particelle 3,6
pum. La fase mobile consisteva di una soluzione9a20% d’acqua e acido formico 0,1%
(v/v; soluzione A) e acetonitrile al 99% e acidanfiico 0,1% (v/v; soluzione B). La
separazione € avvenuta con un gradiente da 8% aa&@pone della soluzione B a flusso

costante di 25@1/min per 45 minuti. | peptidi eluiti sono statinizzati con lo spettrometro
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di massa Electrospray LTQ-XL (Thermo Fisher) in lalobrazione con il CRA,
Fiorenzuola d’Arda (PC). Le analisi sono state agedgn modalita ioni positivi; la potenza
HV é stata impostata tra 1,8 e 2,0 KV. Sono stegegin considerazione le scansioni degli
spettri di massa che andavano da 350-1400 Da npkr égni spettro MS, i due picchi piu
intensi di ioni doppiamente e triplamente cari@dna stati selezionati automaticamente per
la frammentazione. Gli spettri MS-MS sono statibelati e analizzati con il software
Proteome Discoverer 1.0 (Thermo Fisher) e la recérstata condotta mediante SEQUEST

nel database Uniprot in piante e frumento.

Per identificare una proteina senza ambiguita, statb utilizzati i seguenti criteri:
la copertura della sequenza > 10%, almeno due dpaptiipendenti (Xcorr > 2,0 +2
cariche e Xcorr > 2,5 +3 cariche), una tolleranz&@h e massimo due siti di digestione
non corretta della tripsina. L'ossidazione (M) atatselezionata come modificazione

variabile e la carbamidometilazione della cistaiome stabile.

3.11 TEST ELISA

Il test Elisa e stato eseguito mediante la struamone Biomek® NXP Laboratory
Automation Workstation presso 'INRA di Nantes (Rt&). | pozzetti delle micropiastre
(NucMaxiSorp 384 pozzetti) sono stati ricoperti @nhpl con un antigene diluito a 5pg/ml
in 100mM di tampone carbonato (pH 9.6) per 2h aptmetura ambiente. Una curva
standard e stata fatta con diluizione in serie @@nf@/ml a 0,07 ng/ml delle IgE standard
(Bodinieret al, 2008). Le piastre sono state bloccate con PBZ&dween 20 e 0,5% di
gelatina suina (G2500 SIGMA) per 1h a 37°C. Dogddwvaggi con PBS-0,1% Tween 20,
le micropiastre sono state incubate con i sieri mhegienti diluiti a 1:10 con 0,5% di
gelatina/PBS/Tween per 15 h a 37°C. Anticorpi Gaai-human IgE (A3525 - SIGMA)
diluiti a 1:500 in 0,5% G-PBST sono stati incubpér 2h a 37°C. Infine, il substrato
fluorescente (4-metilumbelliferil fosfato SIGMA) Ildito in rapporto 1:5 in 1M
Tris/HCIpH 9.8, é stato aggiunto mantenendo ilotyier 90 minuti a temperatura ambiente
e al buio. La fluorescenza é stata misurata a 4#0 (eccitazione a 360 nm) e la
concentrazione delle IgE specifiche legate allgartie e stata calcolata con riferimento alla
curva standard delle piastre. | dati di fluoreseereativi a ogni frazione analizzata sono
stati calibrati tenendo in considerazione la flsoenza di base. Sono state eseguite tre

repliche in tre pozzetti di controllo con 10 m Matéamide in carbonato, per ogni antigene
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e siero. La corrispondente concentrazione deglidpécifici &€ stata calcolata in base alla

curva standard.

3.11.1 Analisi Statistiche dei Test ELISA

Sui dati riportati dal test ELISA, sia per la fra@e metabolica sia per la frazione
CM-like, in ogni paziente, é stata calcolata TANOVA a dies prendendo come fattori di
studio varieta (4) e Trattamento azotato (3). Llmna stata condotta con il software
Statistica(Statsoft).
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4 RISULTATI E DISCUSSIONI

4.1 ANALISI DEL CONTENUTO PROTEICO MEDIANTE CHN

hY

Relativamente al raccolto del primo anno (annatd020l), é stato misurato il
contenuto proteico di tutti i campioni relativameiai tre livelli di azoto saggiati.

Nella Tabella 1 (e in figura 23) viene riportatanteedia dei valori del contenuto
proteico degli sfarinati nelle quattro varieta ddesate relativamente ai tre livelli di
concimazione azotata, mentre nella Tabella 2 viepertata la relativa ANOVA

bifattoriale.

VARIETA N1 ES N2 ES N3 ES

Urria 13,12 0,31 13,45 0,78 13,73 0,55
Senatore Cappelli14,75 0,60 13,79 0,32 16,58 0,46
Svevo 11,66 0,64 12,43 0,21 13,13 0,59
Claudio 10,83 0,09 11,72 0,15 12,31 0,39

Tab.1:Media dei contenuti proteici totali. Varieta di vecchia costituzione (Urria e Senatore Cappelli) e varieta
di nuova costituzione (Svevo e Claudio) saggiate ai tre livelli di azoto N1, N2 e N3. ES (errore standard)

o N 30KgHa

B N 60 KgHa

B N G0 KgHa

Proteine totali

URRIA SENATORE CAPPELLI SVEVO CLAUDIO

Fig. 23: Istogrammi che mostrano I'andamento medio del contenuto proteico totale nei quattro genotipi, Urria,
Senatore Cappelli, Svevo, Claudio; sottoposti ai tre livelli di azoto 1 = 30kg/ha, 2 = 60 Kg/ha, 3 = 90Kg/ha.

Mentre le varieta Svevo, Claudio e Urria rispondano modo atteso alla
concimazione azotata, in quanto il contenuto pcot@umenta proporzionalmente, nella

varieta Senatore Cappelli si osserva un valoreaitaso (una diminuzione del contenuto
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proteico totale) nel livello intermedio di concin@ze azotata rispetto al valore di partenza
(N1), che pero aumenta notevolmente nel livello N3.

PROTEINE TOTALI
Varieta (V) *
Trattamento azotato (T)  ***
VT N.S

Tab.2: ANOVA bifattoriale.NS (non significativo), ** (significativo a p <0.91*** (significativo a p
<0.001)

L’ANOVA mostra che, sebbene la differenza tra variésulti significativa e quella

tra le diverse dosi di azoto sia altamente sigaiifi@, I'interazione tra i due fattori non é
significativa.

Pertanto, sono stati confrontati i valori medi dntenuto proteico separatamente
per ciascuno di questi fattori. | valori relatiVieavarieta sono riportati in Tabella 3, mentre
quelli relativi alla dose di azoto sono riportatiTiabella 4.

Varieta Media ES
Urria 13,44 0,30b
Senatore Cappelli 15,04 0,47 a
Svevo 12,41 0,33 c
Claudio 11,62 0,25c

Tab.3: Valori medi del contenuto proteico di ogni varieta per tutti i tre livelli di azoto. LDS (Least significant
difference) p<0.05. ES (errore standard). Le lettere indicano i sottoinsiemi omogenei; all'interno della colonna
ES i valori seguiti dalla stessa lettera non presentano differenze significative.

Il valore medio piu alto di contenuto proteico teta presente nella varieta
Senatore Cappelli, seguito da Urria, Svevo e Ctaudebbene questi ultimi due

appartengano allo stesso gruppo di omogeneita.
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Livello N Media ES

N1 12,59 0,49Db
N2 12,85 0,31b
N3 13,94 0,53 a

Tab.4: Valori medi del contenuto proteico relativi ai tre livelli di azoto, 30 Kg/ha (livello 1), 60 Kg/ha (livello 2),
90 Kg/ha (livello 3).LDS (Least significant difference) p<0.05. ES (errore standard). Le lettere indicano i
sottoinsiemi omogenei; all'interno della colonna ES i valori sequiti dalla stessa lettera non presentano
differenze significative.

Per quanto riguarda i valori medi del contenutagion relativamente ai tre livelli
di azoto (Tab. 4), non si osserva una differengaificativa tra i primi due trattamenti (N1
e N60), mentre e significativa la differenza tra@&gli altri due livelli.

E’ evidente che le varieta di antica costituziomespntano un contenuto proteico
superiore rispetto a quelle di nuova costituzidgaeto che la differenza tra antiche e nuove
varieta, sulla base di tale parametro, risultanadtate significativa (Tabella 5). Anche la
differenza tra varieta antiche risulta altamengmidicativa, mentre solo significativa e la
differenza tra le varieta di nuova costituzione.e§a differenza e attesa in quanto le
varieta di nuova costituzione presentano una magginiformita genetica rispetto a quelle

di antica, altamente variabili.

Fattori SS GDL F Sign
Antiche vs Nuove 4447842 1 80,93571 **
Tra antiche 11,57422 1 21,06117 **
Tra nuove 2,772013 1 5,044128 *

Tab.5: ANOVA relativa alle varieta di antica e nuova costituzione: Antiche vs Nuove (Senatore Cappelli
Urria vs Svevo e Claudio), Tra Antiche (Senatore Cappelli vs Urria), Tra Nuove (Svevo vs Claudio), SS
(devianza), GDL(Gradi Di Liberta), F(Test Fisher). Sign (significativita):* : P < 0.05 significativo **: P < 0.01
molto significativo.

L’analisi complessiva dei dati relativi al contemydroteico misurato nei campioni
relativi al primo anno di raccolta, pertanto, confa il ruolo della fertilizzazione azotata
nell'influenzare l'incremento del contenuto protei¢Ercoli et al, 2012) sebbene le
differenze siano piu evidenti tra il livello piu $80 e quello piu alto di concimazione

azotata.
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Inoltre, sebbene sia necessario analizzare andaé relativi al secondo anno di
raccolta per fare delle conclusioni piu affidabilidati del primo anno indicano che le
varieta di antica e nuova costituzione rispondomomiodo diverso alla concimazione
azotata. Questa osservazione era attesa, in quamoto che le varieta di nuova
costituzione siano state costituite per poter mslgoe in modo significativo alla
concimazione azotata, mentre le antiche varietanfurcostituite prevalentemente per

fornire una qualita e produlttivita costanti, sel#anon eccellenti.

In questo caso specifico, il maggior contenuto gioot osservato nelle varieta di
antica costituzione, in tutte le condizioni preseesame, non € necessariamente correlato
con le migliori proprieta tecnologiche (€ noto dhevarieta antiche presentino parametri
qualitativi non eccellenti), perché nelle varietdiehe non e stata effettuata una selezione
sul tipo di proteine costituenti il glutine, camistica fondamentale nelle varieta odierne
per permettere la formazione di impasti con prd@riecnologiche adeguate, ma solo sulla
capacita di accumulare un quantitativo sufficieditgroteine per garantire una qualita di

base.

4.2 ANALISI DEL CONTENUTO PROTEICO MEDIANTE NIR

La disponibilita della strumentazione NIR pressoSkacieta Produttori Sementi
Bologna (PSB) ha permesso di ripetere le analiscdetenuto proteico sui campioni del

primo anno e di effettuarle anche sul secondo anno.

Come ¢ evidente dalla figura 24, esiste una caila molto significativa tra i
valori di contenuto proteico ottenuti con il metodtR e quelli ottenuti precedentemente
con il metodo CHN, relativamente ai campioni dellema annata (2010-2011).

Data tale correlazione, e la maggiore velocitandiliai del NIR rispetto al CHN, i
campioni del secondo anno sono stati analizzati sol NIR. Inoltre, dato che i dati del
primo anno precedentemente effettuati avevano atostche non vi era differenza
significativa tra i primi due livelli di azoto, pdrsecondo anno (e per le analisi successive)

sono stati presi in considerazione solo i dueliigelazoto estremi (N1e N3).
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Proteine Totali
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Fig.24: Correlazione del contenuto proteico calcolato rmeid il metodo NIR e CHN su
tutte le varieta nell’annata 2010-2011

| dati ottenuti con il NIR relativi al contenutogteico totale delle quattro varieta in
studio (V), ai due trattamenti azotati (T) nelleecannate di raccolta (A), hanno permesso
di effettuare un’/ANOVA a tre vie.

Tale analisi, i cui risultati sono riportati in Tella 6, ha mostrato una non
significativita della tripla interazione, cosi comen e risultata significativa I'interazione
tra la varieta e il trattamento. Sono invece rateltsignificative le interazioni tra varieta e

annata e tra trattamento e annata.

Fattori SS GDL = Sign
Varieta (V) 55,047 3 54,16 rkk
Trattamento (T) 28,352 1 83,69 *hk
Anno (A) 14,355 1 42,37 *rx
VXT 2,709 3 2,67 NS
VXA 3,773 3 3,71 *
TXA 1,706 1 5,04 *
VXTXA 1,722 3 1,69 NS
Errore 10,841 32

Tab.6: ANOVA relativa ai dati di contenuto proteico (mediante NIR) nelle 4 varieta raccolte in due annate e
sottoposte a due trattamenti azotati. Varieta confrontate: Svevo ,Claudio, Senatore Cappelli,Urria.
Trattamento azotato: N1 e N3. SS (devianza), GDL(Gradi Di Liberta), F(Test Fisher). Sign: NS (non
significativo),” (significativo a p <0.05)*** (significativo a p <0.001)
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Nella figura 25 vengono riportate le medie deité&atenti in ogni varieta per ogni
anno, data l'interazione osservata tra varietanatan Da cio e chiaro che nell’annata 2011
tutte le varieta hanno risposto con un valore diteouto proteico piu alto rispetto
all'annata 2010; inoltre si osserva che le varditauova costituzione (Claudio e Svevo)
hanno una differenza di risposta piu marcata nei aoni rispetto alle varieta di antica
costituzione (Senatore Cappelli e Urria).

Contenuto Proteico

Urria Senatore Svevo Claudio

Fig.25: Valori medi del contenuto proteico (relativi all’interazione osservata tra varieta e annata).
LDS (Least significant difference) p<0.05. Le lettere indicano i sottoinsiemi omogenei, i valori seguii
dalla stessa lettera indicano differenze non significative. Varieta di nuova costituzione (Claudio e
Svevo). Varieta di antica costituzione (Senatore Cappelli e Urria).

Data l'interazione osservata tra trattamento e tann@ella figura 26 vengono
riportate le medie dei trattamenti relative a cismsanno. Si osserva che, nel trattamento
N3 si ottiene un valore superiore del contenutdgico in entrambi gli anni. Inoltre, anche
in questo caso, per l'annata 2011-2012 si ossenvaumento del valore del contenuto

proteico rispetto allannata precedente (2010-2011)
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Fig.26: Valori medi del contenuto proteico (relativi all'interazione osservata tra trattamento e annata). LDS
(Least significant difference) p<0.05. Le lettere indicano i sottoinsiemi omogenei, i valori seguiti dalla stessa
lettera indicano differenze non significative.
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4. 3TEST DI SEDIMENTAZIONE CON SDS (SDS-ST)

Il test del volume di sedimentazione € comunemasto come un indicatore di
qualita del glutine (in particolare la forza). Essinfluenzato da diversi parametri, tra cui

il contenuto proteico e le dimensioni e la quardgapolimeri gluteninici.

Vi sono diversi modi di effettuare il test di sedmazione(Pinckney AJet al,
1957; Eckert Bet al, 1993) Nel nostro caso, abbiamo utilizzato il test diiseentazione
in presenza di SDS e acido lattico, secobdix and Quick (1983)

| dati sono stati sottoposti all’analisi della \aarza (ANOVA) a tre fattori: Varieta
(Claudio, Senatore Cappelli, Svevo e Urria) x Uivelo azoto (N1 e N3) x Annata (2010-
2011 e 2011-2012).

Anche in questo caso, cosi come nelle analisi ssoee (tranne nel caso
dellELISA), si e ritenuto opportuno prendere imsaerazione solo i due livelli estremi di
concimazione azotata, data la differenza non saativa riscontrata tra i primi due livelli
(vedi paragrafo 4.1).

Come si evince dalla Tabella 7, non sussiste aldabterazione tra i fattori
analizzati. Sono invece stati rilevate differenzgnigicative tra le varieta e tra le due

annate. Non é stato invece riscontrato alcun effattelazione alla dose di azoto.

SS GDL F
Varieta (V) 34,518 3 200,14  ***

Trattamento (T) 0,093 1 1,61 NS

Annata (A) 9,532 1 165,80 ***

VXT 0,020 3 0,12 NS

VXA 0,130 3 0,75 NS

TxA 0,064 1 1,12 NS

VXTXA 0,465 3 2,70 NS
Errore 4599 80 0,057

Tab.7: ANOVA. Varieta confrontate: Svevo, Claudio, Senatore Cappelli,Urria, Annata (2010 e 2011),
Trattamento azotato (N1 e N3), SS (devianza), GDL(Gradi Di Liberta), F( Test Fisher). NS (non
significativo),** (significativo a p <0.001)

In tabella 8 si riportano i valori medi di sedimazibne riguardo a ciascuna varieta

e ciascuna annata.
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Media ES

Varieta

Urria 3,18 0.08
Senatore Cappelli 3,49 0.0¢
Claudio 4,34 0,08
Svevo 464 0.08
Annata

2010 423 0.09
2011 3.60 0.10

Tab.8:Valori medi di sedimentazione (in cm).LDS (Least significant difference) p<0.05. Le lettere
indicano i sottoinsiemi omogenei, i numeri sequiti dalla stessa lettera indicano i valori chenon
presentano differenze significative tra loro.

Da cio si evince che le varieta di antica costdoei (Urria e Senatore Cappelli)
presentano un valore medio di sedimentazione orfed quello riscontrato nelle varieta di
nuova costituzione. Cio era atteso in quanto € bt le varieta di nuova costituzione
sono state migliorate, non tanto per la capacitacdumulare proteine, ma quanto per il
tipo di proteine presenti, che determina miglicaratteristiche tecnologiche. Inoltre, la
varieta Svevo e quella che ha mostrato in assdlutdore piu elevato. Infine, nella annata
2011-2012 i valori del parametro in studio sondi steeriori rispetto a quelli del'annata

precedente.

Questi dati ci indicano che il test di sedimentagion presenza di SDS e acido
lattico € maggiormente influenzato dalla “qualitdélle proteine piuttosto che dal
contenuto proteico, essendo le varieta di antictito@ione, piu ricche in proteine (come
riportato nel paragrafo 4.1), e che pertanto lactoazione azotata, da sola, non ha

un’influenza significativa sul valore del test didimentazione.
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4.4 ANALISI ELETTROFORETICA DELLE SUB UNITA GLUTENINICH E

Poiché la frazione gluteninica &€ quella maggiorraectrrelata con le proprieta
reologiche degli impasti, e in particolare, la qitandi glutenine, cosi come il rapporto
HMW-GS/LMW-GS, tali parametri sono stati calcolatiraverso I'analisi densitometrica

delle diverse subunita gluteniniche separate &tsavSDS-PAGE.

Prima pero di effettuare il calcolo di questi paeam si € reso necessario stabilire

le cariche appropriate per effettuare I'analisisiEmetrica.

Nella figura 27 vengono riportati i gel elettrofoceé delle subunita gluteniniche

impiegati per effettuare tale calibrazione.

N1 Utria N3

A
(HMW-GS)

(LMW-GS

C
(LMW-GS)

(LMW-GS)

(LMW-GS)
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N1 . Svevo N3

A
(HMW-GS) {

(LMW-GS)

N1 Claudio N3

A
(HMW-GS)

B
(LMW-GS)

c
(LMW-GS)

Fig. 27: Determinazione della carica appropriata per effettuare le analisi densitometriche mediante SDS-
PAGE delle subunita gluteniniche. Varieta di antica costituzione Urria e Senatore Cappelli; Varieta di nuova
costituzione Svevo e Claudio, N1, N3, A (HMW -GS) subunita gluteniniche ad alto peso molecolare, B (LMW-
GS)subunita gluteniniche a basso peso molecolare di tipo B, C (LMW-GS) subunita gluteniniche a basso peso
molecolare di tipo C, 1.7...- 8.9 pl (diluizioni della frazione estratta, con intervalli di 0.6 pl)
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Fig.28: Grafico relativo ai volumi delle bande considerate relativamente alle diverse cariche effettuate in ogni
varieta. Varieta di nuova costituzione Claudio e Svevo; varieta di antica costituzione Senatore Cappelli e
Urria; N1 in grigio; N3 in giallo; A (HMW-GS) sub unita gluteniniche ad alto peso molecolare; B (LMW-GS)
sub unita gluteniniche a basso peso molecolare di tipo b; C (LMW-GS) sub unita gluteniniche a basso peso
molecolare di tipo C; sull'asse delle x sono riportatele diverse cariche effettuate; sull'asse delle y vengono

riportati i volumi rilevati dall'analisi densitometrica.

L’analisi riportata nella figura 28, mostra che liaearita e migliore alle basse

cariche (tra 1,7l e 3,%ul) rispetto a quelle piu alte (da 4|7n poi), in quanto in alcuni

casi, in queste si raggiunge il livello di satucaa.

In base a questi risultati, abbiamo stabilito diazare, per le analisi quantitative,

le cariche di 2.pl, 3ul, 3.5l e i relativi gel elettroforetici vengono riportati figura 29.
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Fig. 29: Analisi densitometrica delle subunita gluteniniche mediante SDS-PAGE. Varieta di nuova (Svevo e
Claudio) e antica (Urria e Senatore Cappelli) costituzione;trattamento azotato (N1 ed N3); le tre cariche scelte
(2.5 pI, 3 ul, 3.5l); le tre repliche biologiche (1,2,3). S: standard interno

L’analisi densitometrica ha permesso di calcolaggaiametri HMW/LMW (B)
subunita gluteniniche ad basso peso molecolargadiB; HMW/LMW (B+C) subunita
gluteniniche ad alto peso molecolare diviso sulugluteniniche a basso molecolare di
tipo B+C; HMW% percentuale di subunita gluteninicie alto peso molecolare; LMW
(B)% percentuale di subunita gluteniniche a basso pnolecolare di tipo B; LMW C%
percentuale di subunita gluteniniche a basso peslecmlare di tipo C: Essi sono stati
infine analizzati mediante ANOVA. Questa analisi heostrato che in tutti i casi
considerati, I'interazione dei fattori in studiome significativa (Tabella9), mentre in
alcuni casi € significativa la differenza tra véie in altri tra trattamenti. In particolare, la
differenza sia tra varieta che tra trattamentighificativa per quel che riguarda i valori
HMW/LMW (B) e LMW(B)%. Invece, i valori HMW/LMW (B+C), HMW% e LMW
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(B+C)% sono significativamente diversi tra i duattamenti. La differenza tra varieta

risulta significativa solo per cio che riguardaalore LMW (C)%.

HVWILVW WLV s Caweype Lo LMV
Varieta (V) * NS NS o *hx NS
Trattamento(T) x ** i * NS *x

VT NS NS NS NS NS NS

Tab. 9: ANOVA relativa ai parametri presi in considerazione. Varieta= Svevo, Claudio, Senatore Cappelli,
Urria; T= N1 e N3; HMW (subunita gluteniniche ad alto peso molecolare); LMW (B) (subunita gluteniniche a
basso peso molecolare di tipo B); LMW (C) (sub unita gluteniniche a basso peso molecolare di tipo C );
*(significativo a p <0.05); **(significativo a p <0.01); ***(significativo a p <0.001); NS (non significativo).

Dato che l'interazione tra trattamento e varietd morisultata significativa, in
figura 29 vengono riportati i grafici con la meddei parametri che sono risultati
significativi nelle varieta e/o nei trattamenti. &serva che il rapporto HMW/LMW(B)
aumenta all’aumentare del trattamento azotato elzherieta Urria mostra un valore

maggiore rispetto alle altre tre varieta, che imvpresentano un valore simile (figuraa9

Il valore LMW (B)% diminuisce con il trattamento @ato e le varieta di nuova
costituzione (Claudio e Svevo) mostrano un valategito rispetto alle varieta di antica
costituzione (Urria e Senatore Cappelli) (figur&)29
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b. LMW(B)%
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Fig. 29: a. Rapporto HMW/LMW (B); b. Percentuale di LMW (B)%. Sulle ordinate vengono riportati i valori dei

volumi; sulle ascisse vengono riportati il trattamento o le varieta prese in considerazione.

Nella figura 30, osserviamo che il rapporto HMW/LNB®C) e il valore HMW%

aumentano al livello piu alto di azoto, mentredlore LMW(B+C) diminuisce.

a HMW/LWM (B+C) b HMW %
023 .D.lﬁ
022 i 0.48
021
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> [pas > 014
0,15 013
0.4
0,13 012
012 0.1
N1 N2 N1 N2
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Fig. 30: a) Rapporto HMW/LMW (B+C); b) HMW%; c) LMW (B+C)%. Sulleordinatevengono riportati i valori
dei volumi; sulle ascisse viene riportato il trattamento azotato.

Infine, il valore LMW (C)% (figura 31), mostra chealori medi per le varieta di

antica costituzione (Urria e Senatore Cappellijossurperiori rispetto alle varieta di nuova

costituzione (Claudio e Svevo).

non eccellenti negli impasti e nei prodotti derivitet esse. Cio si rispecchia sulle varieta di
antica costituzione nell’analisi sopra descritton en valore maggiore rispetto alle varieta
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di nuova costituzione. Questo puo essere attritalitatto che Senatore Cappelli e Urria
sono varieta le quali sono state selezionale ieressdi fertilizzanti chimici, per presentare
una costante produttivita piuttosto che per supiedaratteristiche qualitative. Inoltre, le
note caratteristiche superiori delle varieta di vaua@ostituzione trovano riscontro nel
valore LMW(B)% maggiore rispetto alle varieta dtiaa costituzione. Questo parametro,
strettamente correlato con le caratteristiche tatale degli impasti di farine di frumento
duro, probabilmente e stato involontariamente sateto durante la produzione di queste

varieta, selezionate per rispondere ai fertilizzelmimici e dare una qualita superiore.

LMW (C)%

055
050
045

vaolume
B ¥R

00
0.5

URRIA SENATORE CLAUDEY SVEW

Varieta

Fig.31: Rapporto LMW (C)%. Sull'asse delle ordinate vengono riportati i volumi relativi alle bande
corrispondenti alle LMW(C) in percentuale rispetto al totale delle bande, mentre sull’'asse delle ascisse
vengono riportate le quattro varieta.

Oltre ai parametri appena esposti, abbiamo volotdrontare le quantita assolute
di subunita gluteniniche totali (HMW-GS+LMW-GS tbja dei diversi gruppi di subunita
considerati (HMW-GS totali; LMW-GS totali; LMW-GS tpo B; LMW-GS di tipo C).

Ogni campione separato in SDS-PAGE é stato normabzutilizzando lo standard
interno, come descritto nei Materiali e Metodi.atidcosi ottenuti sono stati sottoposti ad
ANOVA bifattoriale, nella quale sono stati presiconsiderazione come fattori la varieta e

il trattamento azotato. | risultati sono riportatiTabella 10.
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LMW LMW
HMW LMW(B+C TOT.
(B) ©) (B+C)
Varleta (V) *%k*%k *%k% NS *%k*%k *%k%
Trattamento NS NS NS NS NS
azotato (T)
V X T **%k% *%k*%k * **k% *k%

Tab.10: ANOVA effettuata sui valori corrispondenti alle quantita normalizzate delle diverse classi di subunita
gluteniniche. Varieta (Svevo, Claudio, Senatore Cappelli, Urria); Trattamento (N1 e N3); VxT (interazione dei
due fattori); HMW (subunita gluteniniche ad alto peso molecolare); LMW (B) subunita gluteniniche a baso
peso molecolare di tipo B); LMW (C) (subunita gluteniniche a baso peso molecolare di tipo C ); *(significativo
a p <0.05); ***(significativo a p <0.001); NS (non significativo).

L’ANOVA mostra come vi sia una interazione altaneesignificativa tra varieta e
trattamento azotato, per tutti i parametri prestonsiderazione, ad eccezione delle LMW-
GS di tipo C, per le quali comunque, né varietatraftamento azotato risultano essere
significativi. In figura 32 vengono riportati gktogrammi che illustrano 'andamento delle
quantita normalizzate relative a ciascuno dei agngarametri considerati, per ciascuna

varieta ai due livelli di azoto.

Si nota che tutte le frazioni diminuiscono nellgi®@& di antica costituzione (Urria
e Senatore Cappelli) con 'aumentare del trattamexotato, mentre aumentano nelle

varieta di nuova costituzione (Claudio e Svevo)

Per potere interpretare questi risultati, bisogereete presente che le varieta di
nuova costituzione sono state sviluppate per ridpanalla concimazione azotata, che si
riflette soprattutto sul’accumulo delle proteinel djlutine, che costituiscono circa 1'80%
delle proteine della cariosside, in particolare Eglutenine, maggiormente correlate con
le proprieta reologiche. All'opposto, le vecchiegieta di frumento furono sviluppate per
dare una produttivita e una qualita del glutingaas, seppure non eccellenti, in assenza di
concimazione. | risultati cosi ottenuti sono pero@renti con queste premesse, in quanto
nelle nuove varieta si ha un aumento delle subghitiZniniche in seguito a concimazione
azotata, mentre nelle vecchie varieta si ha unandimione, probabilmente perché la

concimazione va ad influenzare le proteine soluidile gliadine.
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Fig.32: Confronto tra le quantita assolute di subunita gluteniniche nelle quattro varieta ai due livelli d'azoto
(N1 e N3). HMW (subunita gluteniniche ad alto peso molecolare); LMW (B) (subunita gluteniniche a basso
peso molecolare di tipo B); LMW (C) (subunita gluteniniche a basso peso molecolare di tipo C);TOT.
(subunita gluteniniche ad alto e basso peso molecolare sommate). In ogni grafico, le lettere indicano i
sottoinsiemi omogenei secondo il test LSD (Leastsignificantdifference p<0.05
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4.5TEST ELISA

Dato che questo test é stato eseguito all'iniziacdeso di dottorato, sono stati presi

in considerazione i tre livelli di azoto.

Con il proposito di valutare se i polipeptidi imnagenici vengano accumulati
maggiormente con l'incremento di azoto e, di consega, si abbia un aumento della
quantita di IgE specifiche nei pazienti affettialkergie respiratorie al frumento, e se ci sia
una differenza significativa tra le varieta di naowostituzione e quelle di antica
costituzione, e stato eseguito il test ELISA sut@zione proteica corrispondente alle
proteine metaboliche (comprendente maggiormentanale e globuline insolubili in
metanolo e cloroformio) e sulle proteine CM (ovvedubili in cloroformio e metanolo)

utilizzando sieri di pazienti affetti da tali alige.

Tenendo conto del fatto che la risposta immunok@igo variare notevolmente da
individuo a individuo, i risultati sono stati aredati singolarmente per ogni paziente,
usando uno schema fattoriale comprendente 4 Vafiét@® 3 dosi di azoto (N). | dati
ottenuti relativamente a ogni paziente sono statidj sottoposti all’Analisi della Varianza
a due vie 2-wayANOVA) (Tabella 11).

Per quanto riguarda la frazione metabolica, € sias@rvata I'interazione dei due
fattori in tutti i casi tranne nel paziente 865r Baanto riguarda invece le proteine CM-
like, I'interazione € stata osservata in due pdgiém uno non e stata riscontrata, mentre

nel quarto paziente non € stato osservato alcwett@fhé riguardo alla varieta né al

trattamento.
PROTEINE METABOLICHE PROTEINE CM-like
Paziente Paziente Paziente Paziente Paziente Paziente Paziente Paziente
1021 865 858 857 1020 865 863 858
Varleta (V) **k*% * *%k% k)% *%k% *%* NS *%k%
T ratt?'rme nto *%k% k%% *k*% *%k% * *%k% N S **k*%
\sx')l' *% N S *%k% **%k% *k*% N S N S *%k%

Tab.11: ANOVA bifattoriale relativa alle risposte osservate in ciascun paziente contro le proteine metaboliche

e le CM-like. NS (non significativo), *** (significativo a p <0.001), ** (significativo a p <0.01), * (significativo a p

<0.05). Pazienti affetti di Asma + Rinite (1020, 1021).Pazienti affetti da Asma (858, 863, 865); Paziente affetto
da Rinite (857).
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Proteine Metaboliche

Nella figura 33 viene illustrata, riguardo alle f@oe metaboliche, la risposta di

ogni paziente per ogni varieta ai tre livelli doéz

In tutti pazienti si nota una diminuzione dellgposta con 'aumentare della dose di
azoto. Ci0 pud trovare una spiegazione nel fatte ¢hzoto va ad influenzare
principalmente I'accumulo delle proteine del gletiper cui si ha una diminuzione delle

proteine solubili.

Nel caso del paziente 865 (affetto da asma), dostata osservata I'indipendenza
dei fattori azoto e varieta, si nota (Tabellalgufa 33 e Tabella 12) come la risposta alle
due dosi inferiori di azoto sia notevolmente superirispetto alla risposta relativa alla
dose piu alta. Riguardo alle varieta, si ossernva Claudio, Svevo e Senatore Cappelli
appartengono allo stesso gruppo di omogeneita adguion presentano differenze

significative tra di loro, mentre la varieta Urriggnera una risposta significativamente

inferiore.
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Fig. 33: Risposta dei pazienti alle proteine metaboliche estratte dalle 4 varieta sottopostea tre livelli di azoto

Pazienti affetti da Asma (858, 865); Pazienti affetti da Rinite (857); Pazienti affetti da Asma + Rinite (1021).

Per ogni grafico, le lettere indicano i sottoinsiemi omogenei secondo il test LSD (Least significant difference
p<0.05
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Media ES

Varieta
Urria 17,00 1,67b
Senatore Cappelli. 23,00 1,0&
Svevo 21,56 0,65a
Claudio 21,67 3,40a

DoseAzoto

N1 24,17 1,42 a
N2 22,83 1,49 a
N3 1532 1,32 b

Tab. 12: Valori medi del test ELISA contro le proteine metaboliche estratte nei campioni sottoposti ai tre
trattamenti azotati,riscontrati nel paziente 865. Per ogni valore, le lettere indicano i sottoinsiemi omogenei
secondo il test LSD (Least significant difference p<0.05

ProteineCM-like

Come si osserva nella figura 34, non c’e una teral@mogenea nei 4 pazienti
analizzati. Un andamento analogo alle proteine buditzhe, cioé decrescente con
'aumentare della dose di azoto, e stato evidenziat pazienti 1020 e 865, sebbene non
costante per tutte le varieta. Nel paziente 865t sccertata lI'indipendenza dei fattori
(Tabella 11 e Tabellal3). Sempre riguardo a qupatiente, si osserva che le varieta
Claudio, Urria e Senatore Cappelli mostrano unreateedio di risposta inferiore rispetto a

Svevo.

L’'assenza di effetti significativi dei fattori ngbaziente 863 potrebbe essere
attribuita all’elevata variabilita nelle ripetiziotecniche del test (vedi gli errori standard
nella figura 34) probabilmente dovuta alla scatsandibilitd del test quando i valori sono

molto bassi (inferiori a 20).
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Fig. 34: Risposta dei pazienti alle proteine CM-like estratte dalle 4 varieta sottoposte ai tre livelli di azoto.

Pazienti affetti di Asma (863, 858, 865);Pazienti affetti di Asma + Rinite (1020). LDS (Least significant

difference) p<0.05. Per ogni grafico, le lettere indicano i sottoinsiemi omogenei secondo il test LSD (Least
significant difference p<0.05)

Media
Varieta
Urria 5,56
Senatore C. 8.33
Svevo 12.56
Claudio 5.67
Dose Azoto
30 11.50
60 8.67
a0 3.92

ES
180 b
162 b
0.77 a
226 b
1.17 a
1.29 a
168 b

Tab. 13:Valori medi del test ELISA contro le proteine CM-like estratte nei campioni sottoposti ai tre trattamenti
azotati, riscontrati nel paziente 865. Per ogni valore, le lettere indicano i sottoinsiemi omogenei secondo il test
LSD (Least significant difference p<0.05
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4.6 Analisi proteomica comparativa delle proteine solulti

4.6.1 Frazione metabolica

L’analisi proteomica di questa frazione e statagega con la tecnica DIGE
(Differential In Gel Electrophoresis). Nel figur&é 8iene riportato un esempio di confronto
relativo ai campioni N1 ed N3 di Svevo. | due caompia confronto sono stati marcati con
due cianine diverse (Cy3 o Cy 5), mentre tuttimp&oni analizzati nell’esperimento sono

stati marcati con la cianina Cy2, come riportatomateriale e metodi.

Nella figura 36 viene riportato un gel preparat{goindi colorato con Coomassie
Blu) nel quale sono stati indicati gli spot corospenti ai polipeptidi differenzialmente

espressi nelle 4 varieta.

L’analisi dei gel ha permesso l'individuazione @& &pot. In particolare sono stati
identificati: 6 spot nella varieta Svevo, 3 spollamearieta Claudio, 11 spot nella varieta
Senatore Cappelli e 9 spot nella varieta Urriald\N@bella 14 vengono riportati i risultati

relativi all'identificazione mediante MS di ciasaudegli spot presi in considerazione.

| termini “sottoespresso” o “sopraespresso” sigaifio che la proteina risultante é
rispettivamente meno o piu abbondante in N3 rispatt N1, dato che quest’'ultimo e il

riferimento.
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Fig. 35:Esempio della marcatura utilizzata per eseguire I'analisi DIGE. In a) sono state riportate le mappe
bidimensionali dedotte della varieta Svevo, relativamente ai due trattamenti messi a confronto. In b) viene
riportata I'immagine reale DIGE corrispondente alla sovrapposizione dei tre campioni in a).

Urria Senatore Cappelli
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Svevo Claudio

Fig. 36: 2D-PAGEpreparativi delle proteine metaboliche delle quattro varieta in studio: Svevo, Claudio, Urria
e Senatore Cappelli. In blu vengono riportati gli spot sottoespressi e in rosso gli spot sopraespressi; I'asterisco
indica i polipeptidi non identificati mediante MS.

E’ necessario sottolineare che, almeno per qugsbodi proteine, I'analisi DIGE
non si € mostrata particolarmente risolutiva, pbilo@gente perché queste proteine non
sono particolarmente ricche in lisina, che € 'ammaicido che viene marcato dalle cianine
utilizzate nella DIGE. Pertanto, solo le proteine abbondanti risultano sufficientemente
marcate da permetterne I'analisi, mentre le mermmm@tbanti, o le meno ricche in lisina,
non risultano ben visibili. Infatti, gli spot idefitati presentavano un’intensita bassa che
probabilmente spiega anche il motivo del basdd-changedeterminato (tra 1,2 e 1,7) e

dei bass-valuesche servono ad indicare la possibilita di falsntdicazioni.

Come si puo vedere dalla Tabella 14, alcuni potidepon sono stati identificati,

probabilmente perché scarsamente abbondanti (metedigura 36).

Sebbene in entrambi i casi delle varieta di nuowatéca costituzione, non vi sia
una enorme differenza di espressione in seguitlu@itrattamenti azotati qui testati, questi
risultati indicano che, comunque, le due varietardica costituzione sembrano rispondere
maggiormente per quel che riguarda I'espressiorie geoteine metaboliche. Infatti in
esse e stato osservato un maggior numero di pdlipelfferenzialmente espressi tra i due

trattamenti azotati, includendo anche i polipeptidin identificati (Tabella 14).

Tenendo in considerazione le quattro varieta, viello azotato superiore (N3)

determina generalmente una maggiore espressiomgiaimo circa il 70% dei polipeptidi
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identificati come maggiormente espressi sono queldtivi a questo trattamento (inclusi
quelli non identificati).

Il fatto che le varieta di antica costituzione aegano di piu rispetto alle nuove al
fattore concimazione azotata, pud essere spiegatentlo in considerazione che la
concimazione azotata influenza maggiormente leepretdel glutine rispetto a quelle
solubili. Pertanto e possibile che la concimaziametata abbia aumentato la quantita di

proteine del glutine a scapito di quelle solubdlle cultivar di nuova costituzione

Le proteine identificate come differenzialmenterespe vengono descritte qui di
seguito (rif. Tabella 14). Per quanto riguarda &ieta Claudio, non é stato possibile
identificare nessun polipeptide mediante MS, inngoia pochi polipeptidi che risultavano

differenzialmente espressi, presentavano segnétordeboli.

Group 3 Late EmbryogenesisAbundant Protein (LEA): identificata nella varieta

Svevo come sottoespressa, questa proteina é madaotibbondanza durante lo sviluppo
del seme ed € coinvolta nella tolleranza a strespalabiotico, come ad esempio: freddo,
siccita e alta salinitingram J, Bartels D, 1996; Thomashow MF, 19¥3sa infatti ha un
ruolo antiossidante e stabilizzatore delle protednenembrana durante lo stress idrico
(Tunnacliffe and Wise, 2007, Goyat al 2005) Questa proteina viene espressa nel seme
maturo, soprattutto nell’embrione, e un recent®idaylrar et al, 2010) ha mostrato, sia
attraverso un approccio proteomico che con RT-RBR |a LEA (in particolare quella del
Gruppo 3) € meno abbondante negli embrioni di uaréeta di frumento duro tollerante
agli stress idrici e salini rispetto ad una varistéscettibile. Al riguardo € interessante
sottolineare che la varieta Svevo € mediamentergoite al freddo e, in condizioni migliori

di concimazione (il livello N3) presenta anch’essaori livelli di LEA.

Globuline 3A e 3B: la Globulina 3A é stata identificata in Senatorapgelli

(sottoespressa) e Urria (sopraespressa), merig ila Svevo (sottoespressa). Inoltre, due
polipeptidi (nr 96 e nr 115 di Senatore Cappetipraespressi in N3, che non sono risultati
caratterizzabili mediante la banca UniProt, mastmo stati sottoposti ad analisi BLAST,
mostravano pero un’identita del 84% con una praté&fobuliniike di riso. Le globuline
sono considerate proteine di riserva e sono cadi@vatélle allergie al frumento di tipo

alimentare e respiratoridichell L. et al, 2012) oltre che, in alcuni casi, al diabete di tipo
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lin alcuni soggetti sensibilLoit et al, 2009) L’espressione differenziale di proteine
globulin-like € stata riportata in casi di stressitico(Hurkmanet al, 2009; Pompat al,
2013)

Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase: Questa proteina risulta sopraespressa

nella varieta Senatore Cappelli e sottoespressa veglieta Urria. La GADPH € coinvolta
nella glicolisi ed e stata identificata come unaldallergeni principali nellasma del
panificatore(Tatham and Shewry, 2008)

hY

Una funzione secondaria € riportata Bastos and Iglesias (20Q3)n cui la
GADPH nellendosperma di frumento e nel germoglgbisce fosforilazione post-
traduzionale che consente linterazione con pretettella famiglia 14-3-3, tale da
permettere il mantenimento del livello energeticel mitoplasma. Inoltre, studi di
proteomica(Hancocket al, 2005)hanno mostrato che l'attivita GAPDH in Arabidopsis
veniva inibita da HO,, suggerendo che GAPDH possa avere un ruolo nelaneed
segnale ROS nelle piante. In frumento, un’analisdtgpmica condotta su plantule
sottoposte a stress salino, mostrava dei lievisignaificativi cambiamenti nell’espressione

di questo enzima.

a-amylaseinhibitors: nella varieta Senatore Cappelli € stato riscomtradme

sottoespresso un polipeptide corrispondente adnibitdre dimerico dellea-amilasi,
mentre nella varieta Urria é risultato sopraespressinibitore dellex amilasi endogene e
della subtilisina. Mentre il primo tipo di polipégite in grado di inibire enzimi proteolitici
esogeni, il secondo agisce solo inibendo le proeatogene. Inoltre, il primo tipo € noto
per essere uno dei principali allergeni del frurogifrankenet al, 1994) in particolare
per quanto riguarda l'allergia di tipo respiratoflasma del panificatore) e la dermatite
atopica, mentre il secondo non viene riportato camellergene (riferimenti ifatham
and Shewry, 2008)

Gli inibitori delle oo amilasi (soprattutto quelle esogene) fanno paetedmposti di
difesa prodotti dalle piante in seguito all’attacigpatogeni. Questo tipo di enzimi viene
descritto piu in dettaglio nel paragrafo delle fome CM-like, dato che queste proteine

sono presenti principalmente in questa frazione.
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Phosphoglycerate kinase: tre spot della varieta Urria risultano sopraesggeal
livello N3. Questo enzima é coinvolto nella gligble contribuisce quindi al metabolismo
energetico. La sua sopraespressione pertanto debbé un aumento del metabolismo

energetico a livelli superiori di concimazione aat

p-amylase: questa proteina risulta sopraespressa nella addieta. Essa e presente
nell’endosperma di frumento ed €& coinvolto nellalppo dell’embrione, in quanto
contribuisce al metabolismo delllamido. In quesasa@ non abbiamo una spiegazione
plausibile delle motivazioni che portano a un caniento di espressione in seguito a
fertilizzazione azotata

Serpin: Le serpine sono inibitori a serina delle proteaBisse risultano
sopraespresse al livello N3 in Urria. Le serpin@osdiffuse nel regno vegetale e
rappresentano fino al 4% delle proteine totali’ertiosperma maturo dei semi di cereali
(Rasmusseret al, 1996;. Ostergaarét al, 2000) Esse sono proteine di difesa che
vengono espresse in seguito all’attacco di patodanltre, esse sono conosciute anche
come allergeniWu et al., 2012)La sopraespressione in seguito a fertilizzaziergia
stata riportata in frumenti teneffrleeteaet al, 2005) sebbene le motivazioni non siano

note.

Ribulosebisphosphatecarboxylase: la RuBisCo risulta sopraespressa in Urria.

Anche essa contribuisce al metabolismo energetico.

Lipoprotein-like: Nella varieta Svevo, il polipeptide corrispondealie spot nr 212

non e stato identificato; pertanto e stata condatalisi BLAST che ha indicato che il

polipeptide in questione presentava un’identiti&&%o con il riso.

Nella figura 37 viene riportato il grafico a tontelativo alle funzioni molecolari

attribuite alle proteine presenti nella fraziongabelica e identificate mediante MS.
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Molecular Fuction

H Unknown

B Nutrient reservoir activity
® Oxidoreductase

B Proteage inhibitor

B Kinase

B Glycosidase

Fig. 37: Grafico relativo alle funzioni molecolari attribuite alle proteine presenti nella frazione metabolica che
sono risultate differenzialmente espresse e identificate mediante MS.
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Spot Anova Proteina Accesion Specie Score %Coverage Fold N1 N3
SVEVO
1506 0,000172 Group 3 late embryogenesis abundant protein Q03967 Triticum aestivum 74 10,73 1,3 *
742 0,00235 Globulin 3B B7U6L5 Triticum aestivum 12,99 13,1 1,3 *
317 0,0281 / 1,6 *
91 0,0401 / 1,1 *
179 0,0419 / 1.2 *
212 0,0562 Predictedprotein F2EBF9 Hordeum vulgare 24,09 25 1,7 *
CLAUDIO
283 0,0253 / 1,3 *
239 0,0284 / 1,3 *
23 0,0371 / 5 *
SENATORE CAPPELLI
1709 0,00279 / 1,4 *
568 0,0053 / 1,3 *
238 0,0075 / 1,4 *
87 0,0173 / 1,5 *
163 0,0184 G'ycera'dehyde':*";;t‘;sgl‘iite defydrogenase, P26517  Hordeumvulgare 26,42 32,04 14 ‘
351 0,0239 / 1,6 *
144 0,0265 / 1,4 *
115 0,0274 Uncharacterized protein J3LTM2 2 Oryza brachyantha 6,21 4,84 1,3 *
96 0,0356 Uncharacterized protein J3LTM2 2 Oryza brachyantha 9,93 4,84 1,3 *
718 0,0506 / 1,4 *
291 0,0586 Globulin-3° 16QQ39 Triticum aestivum 16,03 16,15 1,3 *
0,0586 Dimeric alpha-amylase inhibitor I[6PWK7 Triticum aestivum 8,98 32,08 1,3 *
URRIA
160 0,00063 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C7C4X1 Triticum aestivum 32,04 34,42 1,3 *
958 0,0289 Phosphoglycerate kinase, cytosolic P12783 Triticum aestivum 16,28 23,94 14 *
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58 0,0327 Beta amylase F2EFV1 Hordeum vulgare 12,66 12,21 1,2 *

282 0,0357 Endogenous alpha-amylase/subtilisin inhibitor P16347 Triticum aestivum 54,09 87,22 15 *
192 0,0396 Globulin-3? 16QQ39 Triticum aestivum 11,41 8,33 1,4 *
1673 0,0417 Serpin-Z2A Q9ST57 Triticum aestivum 38,08 29,65 14 *
Phosphoglycerate kinase P12783 Triticum aestivum 30,07 29,68 14 *

156 0,0488 Phosphoglycerate kinase P12783 Triticum aestivum 32,12 29,93 1,3 *
Ribulosebisphosphate carboxylase large chain P11383 Triticum aestivum 25,66 21,08 1,3 *

Serpin-N3.7 HOAXB4 Triticum aestivum 12,79 12,79 1,3 *

1686 0,0509 Serpin-Z2A Q9ST57 Triticum aestivum 41,59 27,89 1,2 *
441 0,0549 Serpin-Z2A Q9ST57 Triticum aestivum 33,04 28,64 14 *

Tab. 14: Polipeptidi identificati con BLAST. 'La sequenza del polipeptide identificato nello spot 212 in Svevo ha riportato un’identita dell'86 % con una lipoproteina —likedi
riso.2La sequenza dei polipeptidi identificati negli spot 96 e 115 in Senatore Cappelli hanno riportato un’identita dell'84% con una Globulina — likedi riso. Il simbolo / indica la
non identificazione dei polipeptidi trovati su i corrispettivi spot.
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4.6.2 Frazione CMike

Questa frazione e stata presa in considerazioreh@erontiene la maggior parte
delle proteine conosciute come allergeni. L'angbisiteomica su questa frazione é stata
effettuata attraverso la tecnica tradizionale 2DEEAcon colorazione in Coomassie Blu.
Questo perché il minor numero di polipeptidi prespermetteva di effettuare un’analisi
piu dettagliata in tempi ristretti.

In figura 38 vengono riportatele le mappe bidimenali di ogni varieta, con i
corrispettivi spot risultanti differenzialmente esgsi in seguito al confronto dei due

trattamenti presi in considerazione.

Urria Senatore Cappelli

A 4

Svevo Claudio

Fig. 38: Mappe 2D-PAGEdelle proteine CM-like delle quattro varieta in studio: Svevo, Claudio, Urria e
Senatore Cappelli. In blu vengono riportati gli spot sottoespressi e in rosso gli spot sopraespressi; I'asterisco
indica i polipeptidi non identificati con MS.



Risultati e Discussioni

Y

Dall’analisi e risultato in primo luogo che le vetd Senatore Capelli e Svevo
presentavano il maggior numero di spot differemzéite espressi, mentre Urria e Claudio
mostravano un numero minore. Questo primo risultedn mostra un’associazione per
quanto riguarda possibili differenze nell’laccumdk polipeptidi tra le varieta di nuova o
antica costituzione, come e stato trovato invedia fi@zione metabolica. Gli spot presi in
considerazione mostravano un valore di ANOVA e pow@05; un q value> 0.8 e un

fold-changeche varia tra 1,2 e 4,7; tutti parametri che iadiwuna buona attendibilita.

by

Considerando le quattro varieta, € risultato che61% dei polipeptidi é
sopraespresso nel livello N3 e il 39% e sottoespresoltre, Claudio e Urria rispondono

maggiormente al livello piu basso di azoto, meBivevo e Senatore Cappelli al maggiore.

Successivamente gli spot sono stati sottopostrallisi di spettrometria di massa.
In Tabella 15 vengono riportate le proteine idécdie con i relativi numeri di accessione e
I valori di coveragee score Sono stati identificati principalmente tre tipipfoteine: ley -

gliadine, gli inibitori dia amilasi e tripsina, e la superossidodismutasi.

y - gliadine: queste proteine sono state identificate neglt 266, 540, 524 della
varieta di Svevo (sopraespressi); negli spot 5992, 6678 della varieta Claudio
(sottoespressi); e in 1222 nella varieta Senataapp€lli (sopraespressa). Esse sono
proteine di riserva e sono anche coinvolte nellacia (Andersonet al, 2013) La loro

quantita puo variare in seguito a stress terrffmmpeaet al, 2013)

a-amylase/trypsininhibitor CM3: identificata negli spot 416, 622, 652, 418 nella

varieta di Svevo; nello spot 399 nella varieta @lau nello spot 2212 nella varieta

Senatore Cappelli e nello spot 1356 nella varietédat) per la maggior parte risulta
sottoespressa. Membri della famiglia degli inibitdelle a-amilasi sono presenti solo nei
tessuti di riserva della cariosside (endosperf@gicedoet al, 2011) Questo tipo di
inibitori & codificato da una famiglia multigenicmn membri che si trovano su diversi
cromosomi; in particolare sono stati assegnatracd corti e lunghi dei cromosomi 3, 4, 6
e 7 dei genomi B e DCarbonercet al, 1999; Islanet al, 2003)

Questa proteina € nota come il principale allergengelato con I'asma del

panificatore(Tatham and Shewry, 2008noltre studi riportano che la proteina CM3 puo
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legare IgE nei sieri di pazienti colpiti da derrtiafitopica o0 da asma del panificatore
(Sanderet al, 2011, Kusaba-Nakayamet al, 2000) e test cutanei in pazienti cha
presentavano allergie respiratorie hanno datotasybpositivi alle allergie alimentari al
frumento (Larre et al, 2011) Gli inibitori delle a-amilasi/tripsina appartengono alla
superfamiglia delle prolamingBreitender and Radauer, 2004%ono coinvolte nei
meccanismi di difesa della pianta contro insettieroorganismiSvenssoret al, 2004)

Il contenuto di inibitori dellex-amilasi/tripsina CM3 nel frumento puo essere iafizato
non solo dalla varieta, ma anche dalle praticheragniche(Prandiet al, 2013) inclusa la

concimazione azotata.

Major_allergen CM 16: identificata negli spot 612, 629, 661 in Svevoeglnspot

816, 548 in Claudio, nella maggior parte dei casiogspressa. Corrisponde alla forma
tetramerica dell'inibitore din-amilasi/tripsina (WTAI) che pud presentarsi sofitoma
glicosilata, e ha un peso molecolare di 60KDa. &iasciuta come il principale allergene
del frumento, in particolare per il suo forte legaoon le IgE dei pazienti che presentano
'asma del panificatoréSanchez-Monge Ret al, 1999. Nello specifico, la sua funzione

molecolare e fermare, impedire o ridurre |'attid&le endopeptidasi a serina.

Superoxidedismutase [Cu-Zn]: identificata nello spot 622 nella varieta Svevo

(sottoespressa) e nello spot 1611 nella varietatSen Cappelli (sopraespressa). Questa
proteina si trova nel mitocondrio e la sue funzianalistruggere i radicali che sono

normalmente prodotti all'interno delle cellule & ono tossici per i sistemi biologici.

Endogenous a-amylase/subtilisininhibitor: identificata nello spot 1478 nella

varieta Senatore Cappelli, risulta sopraespredisiivato piu alto del trattamento azotato.
Come descritto nel paragrafo della frazione metahphuesto enzima non é solitamente
correlato con le allergie al frumento. E' conosaiudnche con il nome di WASI
(WheaAmylasegubtilisinl nhibitor).

Alcuni studi riportano che inibitori di proteasiagiscono con gli ig dei sieri di
pazienti che presentano I'asma del panificatorenaorapresentano alcuna reazione con gli
IgE dei sieri di pazienti affetti da allergie alimare al frumento, celiachia o allergie al

polline delleGraminaceadCostantiret al., 2008)
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Dimeric a-amylaseinhibitors: Le due forme dimeriche dell'inibitore dell'amilasi

0.19 e 0.53, sono conosciute anche come WDAI (WbBaateric Amylase Inhibitor).
Entrambe sono state identificate come sottoespmesgk spot 684, 877, 665, 661 nella
varieta Svevo, nello spot 438 nella varieta Clau@®44 nella varieta Senatore Cappelli.
La loro funzione é stata descritta sopra, nel pafagt amylase/trypsin inhibitor per le
proteine CMHke.

a-amylase/trypsin_inhibitor CM2:Negli spot 629, 661 della varieta Svevo, nello

spot 569 della varieta Claudio, nello spot 2154adehrieta Senatore Cappelli, negli spot
1175, 1140, 1144, 1167della varieta Urria, sont &tantificati questi polipeptidi come

sottoespressi.

Nella figura 39 vengono riportate le funzioni malkri dei polipeptidi identificati
nella frazione CMike.

Molecular Fuction

B Nutrient reservoir
activity
E Oxidoreductase

| Proteage mhibitor

Fig 39: Funzioni molecolari dei polipeptidi identificati nella frazione CM-like come differenzialmente espressi
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Spot  Anova Proteina Accesion Specie Score %Coverage Fold N1 N3
SVEVO
449  5,83E-08 / 44 *
185  1,15E-07 / 41 *
222 4,05E-07 / 4,7 *
661  4,28E-07 Maijor allergen CM16 B5B0OD5 Triticuma estivum 39,26 68,53 1,5
Alpha-amylase inhibitor 0.53 P01084 Triticuma estivum 26,72 58,06 1,5
Monomeric alpha-amylase inhibitor A4ZIU6 Triticum urartu 10,69 26,45 1,5 *
174 8,21E-07 / 3,2 *
290  1,1E-06 / 2,8 *
629  1,98E-06 Maijor allergen CM16 B5B0OD5 Triticum aestivum 24,85 48,95 1,9 *
1,98E-06 Dimeric alpha-amylase inhibitor [6PWK7 Triticum aestivum 8,35 32,08 1,9 *
336 1,2E-05 / 3,2 *
416  1,43E-05 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 P17314 Triticum aestivum 20,19 33,33 3,3 *
684  1,93E-05 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM2 P16851 Triticum aestivum 10,28 40 1,8 *
1,93E-05 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor Q5UHHG Triticum aestivum 9,12 31,45 1,8 *
376 3,81E-05 / 2,5 *
327  5,67E-05 / 3.4 *
134 7,16E-05 / 2,8 *
245  9,84E-05 / 2,6 *
153 0,000714 / 2,3 *
540  0,00081 Gamma gliadin A7XDG3 Triticum aestivum 23,41 21,38 1,7 *
266  0,000907 Gamma-gliadin Q94G97 Triticum aestivum 10,28 14,06 21 ¥
292  0,000932 / 2,2 *
203  0,000113 / 24 *
612  0,000147 Major allergen CM16 B5B0OD5 Triticum aestivum 22,48 45,45 1,3 ¥
652  0,000314 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 P17314 Triticum aestivum 59,32 74,4 1,5 *
877  0,00181 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor Q5UHHG Triticum aestivum 57,87 78,23 1,3 *
622 0,00248 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 P17314 Triticum aestivum 17,58 47,02 1,4 *
0,00248 Superoxide dismutase [Cu-Zn] C3VQ50 Triticum aestivum 10,46 31,58 1,4 *
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279 0,00282 / 1,7 *
193 0,00378 / 1,9 *
284  0,00515 / 1,7 *
665  0,00571 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor Q5MD68 Triticum aestivum 48,2 69,35 1,2 ¥
524 0,00635 Gamma gliadin A7TXDG3 Triticum aestivum 49,21 26,21 1,4 *
387 0,0078 / 1,8 *
418 0,00784 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 P17314 Triticum aestivum 29,96 47,02 2,1 *
CLAUDIO
399  2,32E-06 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 P17314 Triticum aestivum 60,4 72,01 1,5 *
438  4,08E-06 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor QSUHHG Triticum aestivum 58.2 78,23 1,3 ¥
508  8,6E-06 / 1,7 *
529  2,14E-05 / 2 *
569  7,59E-05 Monomericalpha-amylaseinhibitor A4ZIU6 Triticum urartu 20,8 51,24 1,5 ¥
548  0,00015 Maijor allergen CM16 B5B0OD5 Triticum aestivum 241 48,95 1,4 *
558  0,000289 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor Q5MD68 Triticum aestivum 53,6 69,35 1,4 ¥
795  0,000414 / 1,7 *
612  0,00102 Gamma gliadin A7XDG3 Triticum aestivum 16,7 21,38 1,4 *
748  0,00131 / 1,5 *
599  0,00156 Gamma gliadin A7XDG3 Triticum aestivum 28.5 21,38 1,4 *
816  0,00283 Major allergen CM16 B5B0D5 Triticum aestivum 16,4 45,45 1,3 *
678 0,00475 Gamma gliadin A7XDG3 Triticum aestivum 17,5 21,38 1,3 *
SENATORE CAPPELLI
856  1,4E-06 / 2,2 *
1478  2,04E-05 Endogenous alpha-amylase/subtilisin inhibitor P16347 Triticum aestivum 29,62 72,22 1,8 *
612  5,87E-05 / 2,5 *
728  6,38E-05 / 2,1 *
506  0,000675 / 2,8 *
704 0,000791 / 2,3 *
2212 0,000954 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 P17314 Triticum urartu 50,6 69,05 1,4 ¥

100



Risultati e Discussioni

1928  0,000151 / 1,8 ¥
552 0,000179 / 2,3 *
731 0,000261 / 1,7 *
1611 0,000312 Superoxide dismutase [Cu-Zn] C3VQ50 Triticum aestivum 18,36 36,18 1,3 ¥
736  0,000334 / 1,7 *
551 0,00106 / 1.9 ¥
833  0,00114 / 1,8 *
1919 0,00142 / 2,1 *
1837  0,00182 / 1,7 *
780  0,00225 / 1,9 *
2244 0,00246 0.19 dimeric alpha-amylase inhibito Q5UHHG Triticum aestivum 64,04 89,52 1,3 *
1930  0,00348 / 1,8 ¥
529  0,00403 / 24 *
676  0,00427 / 1,8 ¥
2059  0,00453 / 1,3 ¥
1222 0,00458 Gamma gliadin A7TXDG3 Triticum aestivum 20,07 26,21 1,5 *
2154 0,00487 Putative alpha-amylase inhibitor CM2 D2TGC2 Triticum aestivum 34,31 83,33 1,2 *
1560  0,00503 / 1,2 *
URRIA
1144 2,08E-06 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM2 P16851 Triticum aestivum 5,42 38,62 1,6 ¥
1140  2,1E-06 Dimeric alpha-amylase inhibitor A4GFP2  Triticum dicoccoides 33,4 69,35 1,6 ¥
1175  3,1E-06 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM2 P16851 Triticum aestivum 5,42 38,62 1,6 *
812  5,56E-05 / 1.9 ¥
1356  0,000236 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 P17314 Triticum aestivum 42,3 72,2 1,4 *
1167  0,000253 Alpha-amylase inhibitor Q514D5  Aegilops speltoides 14,2 35,48 1,3 *
1032 0,0012 / 2,1 *
1633  0,00418 / 1,7 *

Tab. 15: Il simbolo / indica la non identificazione dei polipeptidi trovati su i corrispettivi spot.
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5 CONCLUSIONI

Il frumento e ampiamente coltivato in quanto ha impbrtanza notevole
nell'alimentazione umana e animale. Nellalimenta® umana vengono utilizzati
principalmente gli sfarinati di frumento (farinasemola) per la produzione di un’ampia

gamma di prodotti.

La versatilita del frumento nel dare origine ait@nbdotti diversi & principalmente
dovuta alle frazione proteica degli sfarinati, casia da proteine del glutine, soprattutto
con funzione di riserva, e proteine solubili, comnZione soprattutto metabolica e

strutturale.

Purtroppo, accanto a questi lati positivi, il frume presenta lati negativi, tra cui la
capacita di scatenare intolleranze e vere e prafieegie. Esso e infatti classificato tra gli
sei cibi piu allergenici.

Sin dai tempi degli antichi Romani, & conosciutpd#ologia oggi nota come “asma
del panificatore”, che colpisce nella maggior pads casi, i lavoratori coinvolti nei
processi di lavorazione dei prodotti a base di &ota. Alle allergie di tipo respiratorio, si
aggiungono anche quelle di tipo alimentare, tuttdesnate dalla frazione proteica presente

negli sfarinati.

Sia le proteine del glutine che quelle solubilis@oinvolte in tali allergie, nonché
anche in intolleranze, quali la celiachia, o la sHeitita al glutine. Sia allergie che
intolleranze sembrano essere aumentate di frequeeghk ultimi decenni e, a questo
riguardo, c'e@ una grande controversia riguardo péssibili cause. Viene comunemente
ritenuto che il miglioramento genetico abbia partatun aumento del contenuto proteico
dei genotipi di frumento, per cui le vecchie vaiei frumento, tra cui Senatore Cappelli &
una di quelle maggiormente “in voga”, sarebberogailubri. Inoltre, la Rivoluzione Verde
ha determinato I'affermarsi di varieta di frumemtitamente produttive e con una buona
qualita tecnologica, dovuta all’alto tenore proteicin presenza di interventi di
fertilizzazione. Anche questo fattore viene comueet® invocato come causa
dellaumento delle reazione avverse al frumentayuanto, determinando un aumento del
contenuto proteico, determinerebbe, a sua voltaaumento delle patologie legate alla

presenza delle proteine di frumento.



Conclusioni

Queste considerazioni sono state la base di partelet presente lavoro: il
confronto tra genotipi di frumento duro di vecchaastituzione con quelli di nuova
costituzione, sottoposti agli stessi interventi atincimazione azotata, allo scopo di

monitorare gli effetti sulle caratteristiche quatiive e I'accumulo di allergeni.

Sebbene per ovvi motivi legati ai tempi e ai cagierimentali ci si sia dovuti
limitare ad analizzare solo 2 varieta di ogni gmypgresciuti in una singola localita per due
annate consecutive, e quindi con una valenza noergkzzabile, i risultati ottenuti ci

permettono di fare le seguenti considerazioni:

Per quanto riguarda gli aspetti qualitativi:

Il contenuto proteico dei due frumenti duri di aaticostituzione € maggiore
rispetto a quello delle varieta di nuova costitneioCio e stato recentemente confermato
da Kasarda (2013)

Come atteso, il contenuto proteico aumenta all'autare della fertilizzazione
azotata, indipendentemente dal fatto che le vadiefimento duro siano di nuova o antica
costituzione. Questo aumento del contenuto proteipero variabile secondo I'annata di

coltivazione.

| dati relativi al test di sedimentazione, correlaton la forza dell’'impasto,
mostrano che non vi e correlazione col contenutmepo, dato che risulta sempre
superiore nelle varieta di nuova costituzione, maosto percio che la qualita reologica non
dipende solo dal contenuto proteico, ma ancheip@alé I'organizzazione delle proteine
del glutine, soprattutto delle subunita glutenieichnoltre, queste ultime sono piu
abbondanti nelle varieta di nuova costituzioneparticolare quando viene applicata la
fertilizzazione azotata piu abbondante. L’'opposk&ng osservato nelle varieta di antica
costituzione, nelle quali la fertilizzazione azata associata a un minor contenuto in

subunita gluteniniche.

Per quanto riguarda la presenza di allergeni:

Il test ELISA, condotto utilizzando sieri di paziecon allergie di tipo respiratorio,
ha indicato che la quantita di polipeptidi immunoige diminuisce con l'incremento del

trattamento azotato in tutte le varieta considerati@ relativamente alla frazione
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metabolica che per la frazione COMe (quest'ultima maggiormente correlata con tale
patologia). Inoltre, & stata confermata anche & mpta alta variabilita della risposta

soggettiva.

L’analisi proteomica infine ha mostrato che la dorazione azotata determina
'accumulo di un numero maggiore di polipeptidi agpnenti alle frazioni metabolica e
CM-like al regime superiore di fertilizzazione azotatahe te proteine differenzialmente

espresse corrispondono, nella maggior parte deiashsllergeni noti.

In conclusione, questi risultati ci mostrano cHememo nei genotipi qui considerati
e nelle condizione prese in esame, non ci sonoaditvore dell'ipotesi che i genotipi di

vecchia costituzione contengano quantita infedosllergeni.
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