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ABSTRACT

Reserve starch represents the main component in wheat endosperm whose composition strongly
influences the quality and nutritional value of wheat-based food products. A new challenge to develop
novel wheat varieties with improved quality characteristics has recently been identified through the
manipulation of starch composition. Starch is composed by two glucan polymers different in chains
length and branching grade.The modulation of amylose/amylopectin ratio greatly affects wheat flour
nutritional and processing properties. Currently many efforts focus on the objective of increasing the
amylose fraction in cereal starches. Higher amylose content correlates with an increased amount of
“resistant starch”, a particular starch fraction, considered to have beneficial effects on human health
lowering the risk of important diseases.

Amylose and amylopectin are synthesized from a common substrate, ADP-glucose, by two distinct
pathways. Amylose production involves one enzyme — Granule Bound Starch Synthase I (GBSSI)-
whereas three classes of enzyme, known as starch synthases (SSs), branching (SBEs) and debranching
enzymes (DBESs) take part to the synthesis of amylopectin.

Starch branching enzymes Ila are one of the main targets to increase amylose content in cereals.
Recent studies, in bread and durum wheat, have shown that the RNA interference technology can
result efficiently in the loss of SBEIla functionality, leading to a drastic change of the
amylose/amylopectin ratio.

The TILLING-Targeting Induced Lesions In Genomes-represents an effective reverse genetics tool for
the production of novel allelic variants in valuable traits. In TILLING the combination of traditional
chemical mutagenesis with high-throughput detection methods of point mutations has originated an
attractive strategy both for functional genomics and breeding applications overcoming limits
associated with transgenic issues.

In this work an EMS mutagenised population of bread wheat has been analyzed for the identification
of SNPs (single nucleotide polymorphisms) of interest in the three homoeoalleles SBEIIa located in A,
B and D genomes by a TILLING approach. The two genes SBEIla-A and SBEIla-B have been isolated
and sequenced and polymorphic regions have been selected in order to design allele specific primer
pairs to be used in TILLING.

The comparison of the three genes have led to the identification of several transposon like insertions.
These elements have also been investigated in diploid and polyploid wheats in order to establish
phylogenetic relationship.

Several targeted regions of the three SBEIla genes have been analyzed in approximately two thousand
wheat lines by High Resolution Melting technology, based on the comparison of the melting
behaviours of the amplified PCR fragments. Fifty nine mutant genotypes have been characterized for
SBEIla-A, fourteen for SBEIIa-B and forty nine for SBEIla-D confirming a mutation frequency of 1
SNP for each 36kb associated to the TILLING library. Most of the mutations described are localized
in the coding region. Worthy of note two deleterious mutations have been identified in each of the
three SBEIIa homoeoalleles. Two nonsense mutation localized, respectively, in the exon IX and exon
XII, have been identified for SBEIla-A gene; one nonsense mutation and one affecting a splicing site,
have been found for each of the two alleles SBEIlla-B and SBEIla-D. For all three homoeologues
different missense mutations, causing the change of conserved residues located in catalytic domains of
1



SBEIla enzymes, have been identified. Transcripts analysis of the two SBEIla-A nonsense mutants
revealed a drastic reduction of the gene expression compared to wild type genotype, indicating mRNA
degradation by a NMD (Nonsense Mediated Decay) mechanism. SBEIla’single null genotypes have
been selected in the M3 progenies by a PCR-Marker Assisted Selection assay based on the
development of dCAPS primers. Electrophoretic analyses carried out in the SBE//a single null mutants
of A and B genomes have not detected any changes in the starch granule proteins profile. Moreover in
this work, methods for the characterization chemical physical properties of starch have been optimized
using wheat lines with an altered amylose/amylopectin ratio. These methods will be used to
characterize the SBEIla of complete and partial null genotypes.



RIASSUNTO

Il presente progetto di dottorato si inserisce in una linea di ricerca che punta al miglioramento delle
caratteristiche tecnologiche e nutrizionali della farina di frumento attraverso la manipolazione genetica
della composizione chimica dell’amido. L’amido ¢ costituito da due polimeri glucanici, I’amilosio ¢
I’amilopectina, che differiscono nella lunghezza delle catene e nel grado di ramificazione. La
manipolazione del rapporto amilosio-amilopectina consente la produzione di amidi con nuove
proprieta chimico-fisiche.

E stato dimostrato che I’aumento della percentuale di amido resistente, riscontrata negli “amidi ad alto
contenuto di amilosio” (HAS), apporta notevoli benefici alla salute umana , riducendo il rischio di
importanti malattie quali il cancro, il diabete, I’osteoporosi. La strategia utilizzata per I’ottenimento di
HAS consiste nella manipolazione delle vie biosintetiche dei due polimeri che costituiscono 1’amido,
I’amilosio e I’amilopectina. I due polimeri sono sintetizzati attraverso vie biosintetiche distinte che
condividono lo stesso substrato; la mancanza di attivita di due classi di enzimi coinvolte nella sintesi
dell’amilopectina, SSII e SBEIla, ¢ stato associato, in frumento, a genotipi caratterizzati da un
notevole incremento della percentuale di amilosio. In particolare il silenziamento dell’enzima SBElIla,
attraverso RNA interference, ha permesso di ottenere linee di frumento con amidi costituiti per il 70%
da amilosio rispetto a circa il 25 % dei genotipi normali.

Nel presente progetto di dottorato sono state generate nuove linee di frumento tenero caratterizzate
dalla perdita di espressione degli alleli SBEIIa attraverso un approccio di genetica inversa basato sul
TILLING.

La prima parte di questo lavoro ¢ consistito nell’isolamento e sequenziamento dei due omoeoalleli
SBEIla-A e SBEIla-B di frumento tenero localizzati rispettivamente sul braccio corto dei cromosomi
2AS e 2BS. L’allineamento delle sequenze genomiche dei tre alleli ha inoltre evidenziato la presenza di
diverse inserzioni transposon like; sono stati condotti esperimenti finalizzati allo studio del grado di
conservazione di tali elementi in diversi frumenti diploidi e poliploidi.

Mediante il confronto delle sequenze nucleotidiche dei tre omeoalleli sono state identificate regioni
geniche adatte al disegno di oligonucleotidi genoma specifici utilizzati nelle amplificazioni PCR degli
esperimenti di TILLING. L’analisi di una popolazione mutagenizzata di frumento tenero, cv Cadenza,
ha portato all’identificazione di numerose varianti alleliche per ciascuno dei tre geni. In totale sono
stati identificati 59, 14 e 49 nuove varianti alleliche , rispettivamente per gli alleli SBEIla-A, SBEllaB
e SBEIla-D. In particolare, per ciascuno dei tre omeologhi, sono state identificate due mutazioni
deleterie responsabili delle perdita di espressione genica. Sono stati generati due genotipi caratterizzati
dalla presenza di un codone di stop all’interno della regione codificante dell’allele SBEIla-A; una
mutazione in un sito di splicing e una non senso sono state identificate per ciascun dei due alleli
SBEIla-B e SBEIla-D. L’analisi dei trascritti dell’allele del genoma A, nei due genotipi singoli nulli
SBEIla-A", ha evidenziato una drastica riduzione dell’espressione del gene rispetto al genotipo wild
type indicando ’intervento di un meccanismo di degradazione dell’RNA messaggero noto come NMD
(Nonsense- Mediated RNA Decay).

L’analisi della progenie M3 dei genotipi nulli SBEIla, effettuata attraverso un saggio di tipo PCR-
MAS (Marker Assisted Selection), ha permesso ’identificazione e la selezione di genotipi mutanti
omozigoti. E stato avviato un programma di incrocio tra le linee nulli SBEIla per la realizzazione di
una “seria fenotipica” caratterizzata dalla riduzione o mancanza dell’enzima target e da diversi livelli
di incremento del contenuto di amilosio.

Inoltre sono stati ottimizzati i protocolli di diverse metodiche di analisi delle proprieta chimico fisiche
dell’amido utilizzando linee di frumento ad alto e a basso contenuto di amilosio. Tali metodiche
saranno utilizzate per 1’analisi dell’amido dei genotipi nulli completi e parziali SBEIla generati in
questo lavoro.
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1 INTRODUZIONE

1.1 La progettazione di nuove varieta cerealicole nel terzo millennio: questioni
nuove e antiche

La ricerca scientifica nel campo del miglioramento dei cereali ¢ chiamata oggi a rispondere a
numerose richieste, spesso urgenti, che coinvolgono importanti e diversi settori della vita sociale ed
economica dell’intero pianeta. La scarsita di risorse idriche, ad esempio, ha dato origine ad un filone
di ricerca orientato alla produzione di specie cerealicole resistenti alla siccita. L’aumento della
produzione di biocarburanti dai cereali, dovuto alla crisi petrolifera e all’esigenza di reperire fonti
energetiche alternative, ha contribuito alla riduzione della superficie coltivabile accentuando

I’interesse per la produzione di specie ad alta produttivita.

I cereali svolgono, direttamente o indirettamente, un ruolo primario nell’alimentazione umana e i tre
maggiori cerali, mais, frumento e riso, forniscono circa il 75% dell’apporto calorico mondiale (Sands
et al., 2009). I vantaggi ad essi associati rispetto ad altre specie, pur valide fonti di energia (patata,
banana, etc.), derivano dalla bassa percentuale di umidita che 1i caratterizza (12-15%) e ne determina
una lunga conservabilita, minore suscettibilita al rischio microbiologico e una maggiore efficienza dei
relativi processi di trasporto e di stoccaggio (Godwin et al., 2009). L’emergenza fame e la continua
crescita della popolazione nei paesi in via di sviluppo elevano ad obiettivo di primaria importanza
I’aumento delle rese e della produttivita in molti programmi di miglioramento dei cereali. La selezione
delle piante per caratteristiche quali la resistenza a malattie e, in generale, rese elevate puo, tuttavia,

avvenire a discapito di importanti proprieta nutrizionali (Sands et al., 2009).

Nei paesi industrializzati il cibo ha assunto una nuova funzione, oltre a quella nutritiva di base, che
consiste nell’apporto di nuovi benefici alla salute umana e nella prevenzione di specifiche e importanti
malattie (Charalampopoulos et al., 2002). Malattie quali i disturbi cardiovascolari, il diabete di tipo 11
e il cancro al colon hanno raggiunto le dimensioni di un problema serio nei paesi occidentali (Jemal et
al., 2005) ed ¢ provato che il rischio di queste patologie sia aggravato dall’obesita e che esista una
correlazione positiva con la maggiore abbondanza di cibo derivante dall’industrializzazione (Mascie-
Taylor e Karim, 2003). In questo contesto sta emergendo un nuovo mercato nel settore alimentare
orientato alla produzione di alimenti che, al di 1a delle funzioni nutritive di base, siano in grado di
apportare benefici alla salute umana e prevenire o ridurre il rischio di malattie croniche importanti.
Questa categoria di prodotti alimentari ¢ generalmente identificata con 1’espressione “alimenti
funzionali”. La Commissione Europea sulla Scienza degli Alimenti Funzionali in Europa ha stabilito

che un alimento puo essere definito funzionale quando “al di la del valore nutrizionale ¢



scientificamente dimostrato che il suo consumo puo svolgere un effetto benefico e mirato su una o piu
funzioni dell’organismo, contribuendo a preservare o migliorare lo stato di salute e di benessere e/o

ridurre il rischio di malattia” (Consensus meeting on scientific concept of Functional Food, Madrid

1998).

1.2 Alimenti funzionali: i cereali e la salute

L’espressione “alimento funzionale” ¢ stata coniugata in Giappone nel 1984 da scienziati che
studiavano le relazioni esistenti tra la nutrizione, la soddisfazione sensoriale, la fortificazione e la
modulazione dei sistemi fisiologici (Sir6 et al., 2008). Nel 1991 il Ministero della Salute giapponese
ha definito una nuova categoria di prodotti alimentari contrassegnati dalla sigla “FOSHU” (FOod for
Specified Health Uses) regolata da una specifica normativa. In Europa gli alimenti funzionali non sono
considerati una categoria distinta ma piuttosto un concetto e 1’azione del Legislatore ha puntato a
regolamentare 1’utilizzo dei cosi detti “health claims”, indicazioni sulla reale funzione salutistica
dell’alimento, riportati sull’etichetta del prodotto (EC, 2006). 11 Regolamento Europeo 1924/2006
stabilisce la necessita, per tutti gli Stati Membri, di pubblicare una lista di ““ health claims” autorizzati
e, inoltre, di fornire i profili nutrizionali degli alimenti contrassegnati da etichette salutistiche.
Molteplici sono le ragioni che rendono interessante la prospettiva di creare alimenti funzionali a base
di cereali. I cereali sono alla base dell’alimentazione umana e ne rappresentano la maggiore fonte di
energia grazie al loro elevato contenuto in carboidrati. L’aumento del consumo di cibi ad alto valore
energetico nella societa contemporanea ¢ stato associato ad un incremento dell’incidenza di patologie
croniche, non infettive, cosi dette “diet-related”. In questo senso i cereali costituiscono un mezzo
ideale sia per I’apporto di nuovi benefici che per la correzione di regimi alimentari errati, in quanto
sono significativamente presenti nella dieta. L attenzione per il binomio cereali e salute ha ricevuto un
forte impulso dagli studi epidemiologici di comparazione dello stato di salute di popolazioni con
abitudini alimentari differenti, basate sul consumo di alimenti a base di cereali integrali, in un caso, e
di cereali raffinati nell’altro (Burkitt, 1970). Il consumo di cereali integrali & stato correlato
positivamente alla prevenzione di malattie diet related, e tale funzione ¢ stata attribuita essenzialmente
alla frazione delle fibre alimentari. La categoria delle fibre comprende diversi tipi di carboidrati,
presenti nelle pareti delle cellule vegetali, che non sono idrolizzabili dagli enzimi digestivi umani.
Numerosi studi supportano il ruolo benefico delle fibre sulla salute, esercitato attraverso diversi effetti
e funzionalita fisiologiche. Alle fibre ¢ stata riconosciuta, inoltre, la capacita di svolgere una funzione
prebiotica, ossia di agire come substrato della microflora batterica intestinale. Tale funzione &
essenziale per il mantenimento della microflora e per la produzione di alcuni metaboliti a cui,

recentemente, si ¢ attribuito un ruolo fondamentale nella prevenzione di malattie a carico dell’apparato
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digerente. Sebbene sia certo il contributo benefico delle fibre alimentari, non ¢ stato chiarito in che
percentuale questi componenti contribuiscano ad alcuni meccanismi importanti, quali la funzione
prebiotica, e quali altri costituenti dei cereali siano implicati in tali funzioni (Topping, 2007).
Recentemente si € sviluppata una intensa attivita di ricerca che supporta un ruolo fondamentale nella
prevenzione del cancro al colon di una particolare frazione di amido, normalmente presente in bassa
percentuale nei prodotti alimentari, chiamata “amido resistente”. L’amido resistente presenta
numerose caratteristiche simili a quelle delle fibre alimentari. Esso, in ragione della sua peculiare
struttura chimico fisica, ¢ resistente agli enzimi digestivi umani e viene fermentato dalla microflora
batterica del colon. Grande interesse ¢ attualmente concentrato sulla natura dei metaboliti prodotti
dalla sua fermentazione (acidi grassi a catena corta, SCFA), in quanto questi ultimi sono stati associati
a diversi effetti positivi sulla fisiologia umana. L’interesse per questo particolare tipo di amido ¢
accentuato dalla presenza di alcuni vantaggi rispetto alle fibre. Le fibre vengono rimosse durante i
processi di raffinamento dei cereali. Inoltre I’amido non comporta effetti negativi sulla palatabilita del
prodotto alimentare, che rappresenta una questione da gestire, attraverso tecnologie opportune, nel
caso delle fibre. Dal punto di vista fisiologico la possibilita di creare amidi a diverso grado di
digeribilita risulta una prospettiva interessante per modulare 1’indice glicemico degli alimenti con
effetti di prevenzione di diversi patologie quali 1’obesita, il diabete e i disturbi cardiovascolari. In tale
contesto si € sviluppato un filone di ricerca che ha 1’obbiettivo di incrementare il contenuto di amido
resistente nei prodotti alimentari derivati dai cereali. Le alternative possibili per realizzare tale
obiettivo sono diverse e coinvolgono le tecnologie alimentari e 1’attivita di sviluppo di nuove varieta

di cereali.

1.3 Il frumento e le ragioni del suo successo

In termini di produzione, frumento, riso e mais presentano un profilo paragonabile con un raccolto
totale nel mondo rispettivamente pari a 607, 652 e 785 milioni di tonnellate nell’anno 2007
(http://faostat.fao.org). Le caratteristiche che rendono il frumento unico tra i cereali investono sia
I’aspetto agronomico che quello qualitativo. Esistono circa 25000 varieta di frumento tenero in grado
di crescere in una ampia diversita di ambienti temperati (Feldman, 1995). La produttivita, in
condizioni ottimali, puo superare 10 ton/h reggendo bene il confronto con altri tipi di colture delle
zone temperate (Shewry, 2009). La sua capacita di adattamento a diverse condizioni climatiche ed
ambientali e la sua alta produttivita rappresentano parte della chiave del successo del frumento nel
mondo. Il frumento presenta un buon profilo nutrizionale ed ¢ una fonte, oltre che di carboidrati, anche
di alcuni amminoacidi essenziali, di minerali, vitamine e di alcune sostanze associate ad effetti

benefici per la salute dette phytochemicals. La peculiarita maggiore del frumento tra i cereali ¢ pero
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dovuta alle proprieta viscoelastiche uniche dei suoi impasti che permettono la produzione di una ampia
varieta di prodotti quale pane e prodotti da forno, pasta, noodles e altri prodotti alimentari consumati
in regioni pit o meno estese del mondo. Queste proprieta dipendono dalla struttura e le interazioni

tipiche delle proteine di riserva della cariosside che formano la frazione proteica del glutine.

1.4 Evoluzione e domesticazione del frumento

Le specie di frumento coltivato piu importanti sono attualmente il frumento tenero (77iticum aestivum)
e il frumento duro (7. turgidum) che costituiscono rispettivamente il 95% e il 5 % della coltivazione
totale del frumento. Il frumento tenero, utilizzato per la produzione di pane e prodotti da forno, ¢ un
frumento esaploide caratterizzato dalla presenza di tre genomi (AABBDD). Il frumento duro,
utilizzato prevalentemente per la produzione di pasta, ¢ tetraploide e presenta i genomi AABB. Il
frumento appartiene al genere Triticum, tribu Triticeae, famiglia Graminaceae. Grazie ad una
moltitudine di dati archeologici e genetici ¢ stato possibile tracciare in linea generale la storia
dell’evoluzione dei frumenti coltivati. I primi frumenti ad essere coltivati sono state una specie
tetraploide con genoma AABB (7. turgidum ssp. dicoccoides) e una specie diploide con genoma AA
(T. monococcum ssp. aegilopsoides) rispettivamente allevate nella regione meridionale del Levante
(valle della Giordania) e in quella settentrionale (nel sud-est della Turchia) (Heun et al, 1997,
Dubcovsky e Dvorak, 2007), per poi diffondersi nella regione Medio Orientale circa 9000 anni fa,
quando ha avuto origine il frumento esaploide (Fedman, 2001). Probabilmente anche il selvatico
diploide urartu e il tetraploide timophevii sono stati coltivati inizialmente nella stessa regione. Solo tre
di queste quattro specie si sono evolute in forme di frumento domesticato: da 7. dicoccoides ha avuto

origine T. dicoccum; da T. boeoticum, T. monococcum; da araraticum, timophevii.

I cambiamenti genetici responsabili dei tratti che differenziano le piante domesticate dai progenitori
selvatici sono noti come “sindrome di domesticazione”. In frumento ’evento piu importante della
sindrome ¢ stato la perdita della caratteristica di “dispersione dei semi” dovuta alla fragilita della
rachide; cio impedisce al vento di disperdere le cariossidi facilitandone la raccolta. I geni responsabili
per tale caratteristica (Br-brittle rachis) sono stati localizzati sul cromosoma 3 del frumento
tetraploide. Un altro tratto importante per la domesticazione del frumento ¢ stato la perdita del glume
“aderente alla cariosside” (fenacious glume-gene Tg) che ha portato al frumento free-threeshing.
Schulz (1913) elaboro, su base morfologica, la prima classificazione dei frumenti dividendo il genere
Triticum in tre gruppi tassonomici: einkorn, emmer e dinkel. L autore individuo, all’interno di ogni
gruppo, specie selvatiche e coltivate; le specie coltivate furono ulteriormente suddivise in “vestite” e

“nude” (Fig. 1.1). Schulz ipotizzo che le forme “nude” derivassero dalla specie coltivata “vestita”, che,
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a sua volta, prendeva origine dal progenitore selvatico. Sakamura, (1918) dimostro, su base
citogenetica, che i tre gruppi identificati da Schultz differivano nel cariotipo: il gruppo einkorn ¢
diploide (2n=14), il gruppo emmer ¢ tetraploide (2n=28) e il gruppo dinkel ¢ esaploide (2n=42). La
moderna classificazione dei frumenti (Fig. 1.2) riconosce 1’esistenza di due specie diploidi, T.
monococcum ¢ T. urartu, due specie tetraploidi 7. turgidum e T. timophevii e due specie esaploidi 7.

aestivum e T. zhukovskyi.
Frumenti diploidi(2n)

I frumenti diploidi hanno avuto probabilmente un’origine monofiletica. 7. monococcum, con la sue
sottospecie selvatica ssp. boeoticum e coltivata ssp. monococcum (einkorn), e 7. uratu producono
ibridi sterili e per questa ragione sono state identificate come due specie biologicamente distinte
(Johnson e Dhaliwal, 1976). Esse sono caratterizzate rispettivamente da genoma (A"A™) e (A"A")

dove I’apice denota la specificita del genoma di 7. monococcum.
Frumenti poliploidi

I frumenti poliploidi rappresentano un tipico esempio di evoluzione attraverso 1’allopoliploidia. La
natura allopoliploide di questi frumenti ¢ stata verificata attraverso analisi citogenetiche di ibridi tra
specie a diversi livelli di ploidia. Ogni specie poliploide puo essere identificata come il prodotto di
un’ibridizzazione seguita dal raddoppiamento cromosomico (anfiploidia). Si distinguono due gruppi di
frumenti poliploidi designati come turgidum-aestivum ¢ timophevii. Al primo gruppo appartengono i
frumenti tetraploidi con genoma AABB (7. turgidum) e 1’esaploide aestivum con genoma AABBDD.
T. turgidum comprende la sottospecie selvatica ssp. dicoccoides e diverse forme coltivate. 11 T.
dicoccoides ¢ stato identificato come il progenitore selvatico delle specie tetraploidi coltivate grazie
all’intuizione di Kornicke (1889) e Aaronsohn (1910) che notarono la somiglianza morfologica di una
specie selvatica, che cresceva spontaneamente nella regione di Israele, rispetto al noto emmer
coltivato. Al secondo gruppo appartengono il tetraploide 7. timophevii con genoma AAGG e
I’esaploide AAA™A™GG T. zhukovski. 11 T. timophevii comprende la specie selvatica ssp. araraticum e
il coltivato ssp. timophevii. L allopoliploidia ha consentito la confluenza in un'unica pianta di genomi
precedentemente adattati a condizioni ambientali differenti; questo processo ¢ alla base della forte
capacita di adattamento dei frumenti poliploidi ad ambienti molto differenti (Dubcovsky e Dvorak,

2007).

1.4.1 1 progenitori dei genomi

I primi studi di filogenesi relativi ai tre genomi del frumento esaploide sono basati sullo studio

dell’appaiamento cromosomico in ibridi interspecifici e analisi del cariotipo del frumento poliploide e
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dei probabili donatori diploidi (Gupta et al., 2008). Piu recentemente tali studi si avvalgono della
disponibilita di nuove risorse quali marcatori molecolari e sequenze di DNA. In figura 1.2 ¢ riportata
una schematizzazione della filogenesi dei frumenti coltivati. 7. urartu & oggi considerato il candidato
piu probabile come progenitore del genoma A dei frumenti poliploidi (Dvorak et al., 1988). I frumenti
tetraploidi si sono originati per incrocio spontaneo tra 7. urartu e una specie della sezione Sifopsis di
Aegilops; Ae. speltoides (genoma SS) ¢ considerato il progenitore piu probabile dei genomi B e G dei
frumenti poliploidi (Dvorak e Zhang., 1990). Tuttavia I’origine del genoma B ¢ tutt’ora una questione
non risolta a causa della sua divergenza significativa rispetto al genoma S di Ae. speltoides (Blake et
al., 1999). Infatti secondo alcuni autori, non ¢ chiaro se Ae. speltoides sia la sola fonte del genoma B,
o se il genoma sia il risultato dell’introgressione di diverse specie della sezione Sitopsis (Zohary e
Feldman, 1962). Alcune speculazioni suggeriscono che il donatore del genoma B potrebbe aver perso
la sua identita durante 1’evoluzione e non essere attualmente identificabile. Kilian et a/. (2007) hanno

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

I frumenti esaploidi (AABBDD) si sono originati con un evento di ibridazione spontanea tra la specie
coltivata 7. dicoccum (AABB) e la specie diploide selvatica Ae. tauschii (sinomini Ae. squarrosa, T.
tauschii) ssp. strangulata (McFadden e Sears, 1946; Kihara, 1944). Ci0 ¢ stato recentemente
confermato dagli studi sulle sequenze di due geni Acc-I (plastid acetyl-CoA carboxylase) e Pgk-1
(plastid 3-phosphoglycerate kinase) da Huang et al. (2002). La presenza, in frumento tenero, di piu
alleli per ciascun locus ha portato ad ipotizzare che il frumento tenero si sia originato da multipli
eventi indipendenti di ibridazione tra il frumento tetraploide e diverse fonti di Ae. tauschii (Talbert e
Blake, 2000). L’origine del frumento 7. zhAukovski ¢ riconducibile ad un evento di ibridazione

avvenuto tra il tetraploide 7. ssp.timophevii ¢ il diploide monococcum.
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Emmer selvatico Emmer domesticato Frumento duro Frumento tenero

Figura 1.1. Spighe di frumento car atterizzate d a (A) rachide fragile, (da B a D) rachide non fragile,
(A e B) cariosside vestita ¢ (C e D) cariosside nuda. (A) emmer selvatico (7. turgidum ssp.
dicoccoides), (B) emmer domesticato (7. turgidum ssp. dicoccon), (C) frumento duro (7. turgidum ssp.
durum), e (D) frumento tenero (7. aestivum). Simboli: Br, brittle rachis; Tg, tenacious glumes; e Q,

square head. (modificata da Dubcovsky e Dvorak, 2007)
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T. turgidum ssp.dicoccoides Ae. tauschii (DD)
Wild emmer wheat

T. turgidum dicoccum
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T. monococcum T. turgidum durum T. aestivum
(AMAM) (AABB) (AABBDD)
Einkorn Durum (pasta) wheat Bread wheat
(ATAT) (AABB) (AABBDD)

Figura 1.2. Schematizzazione della filogenesi dei frumenti coltivati (da Feuillet ef al., 2007).
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1.5 La qualita in relazione all’utilizzo finale

La qualita del frumento € un concetto complesso che investe molteplici soggetti coinvolti nelle diverse
fasi della filiera produttiva. In questa sede saranno discusse le caratteristiche qualitative del frumento
in relazione al suo utilizzo finale nella produzione di alimenti destinati al consumo umano. L’enorme
varieta di prodotti derivati dal frumento e la loro diffusione in paesi diversi hanno prodotto come
conseguenza la necessita di definire la qualita in relazione allo specifico prodotto e alle preferenze dei
consumatori. Tra i parametri maggiori alla base dei vari sistemi di classificazione della prestazione
tecnologica del frumento vi sono la durezza (fexture) della cariosside, la forza dell’impasto o glutine e

il contenuto proteico totale.

1.5.1 La durezza della cariosside

La texture o durezza ¢ definita come la resistenza fisica della cariosside di frumento alla rottura o al
taglio durante la macinazione. Tale parametro influenza numerose proprieta quali la capacita di
assorbimento di acqua dell’impasto e la velocita del processo di fermentazione utilizzato nella
produzione del pane. Farine derivate da frumenti hard presentano, in seguito al processo di molitura,
una maggiore percentuale di granuli di amido danneggiato che risulta piu facilmente accessibile agli
enzimi e all’acqua. E comunemente accettata 1’ipotesi che la durezza dipenda dall’adesione tra i
granuli di amido e la matrice proteica dell’endosperma (Darlington et al., 2000). La presenza di una
particolare classe di proteine, le friabiline, sulla superficie dei granuli di amido delle varieta soft, ne
indebolisce 1’associazione con la matrice proteica e determina la sofiness dell’endosperma (Baik e
Ullrich, 2008). Le friabiline risultano meno abbondanti nelle varieta di frumento tenero hard (Bettge et
al., 1995; Greenblatt et al., 1995; Morris et al., 1994; Oda et al., 1992) e assenti nel frumento duro.
L’assenza di questa classe di proteine nel frumento duro dipende dal fatto che sono codificate da geni
localizzati sul braccio corto del cromosoma 5D (Jolly et al, 1993). Sono state identificati due
polipeptidi appartenenti alla classe delle purindoline, detti PinA e PinB. Studi recenti hanno indicato
che due geni, pinAd e pinB sono coinvolti nel controllo della durezza della cariosside. Nei frumenti hard
uno dei due alleli presenta una mutazione in grado di causare 1’assenza della proteina, in particolare di
PinA, o di modificare la capacita di legarsi ai granuli di amido del polipeptide PinB (Giroux e Morris,

1997, 1998).

1.5.2 1l glutine

Le proprieta viscoelastiche degli impasti derivati dalle farine di frumento costituiscono un parametro
di primaria importanza per la qualita del prodotto finale. Tali proprieta rappresentano un requisito
essenziale per la produzione della maggior parte dei prodotti derivati da frumento. Nel caso del pane
lievitato esse sono responsabili dell’intrappolamento delle molecole di anidride carbonica derivate

dalla fermentazione e determinano il volume del pane stesso. Il glutine ¢ la frazione proteica
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responsabile delle caratteristiche proprieta degli impasti di frumento. Esso deriva dall’associazione
delle singole subunita proteiche attraverso legami forti di natura covalente (legami disolfuro) e non
covalenti (legami H), e costituisce circa 1’ 80% delle proteine totali (Seilmeier, 1991). Esiste una
intensa letteratura che ha come oggetto di studio il glutine e coinvolge studi a livello biochimico,
genetico, biofisico e tecnologico a significare ’interesse ma anche la complessita dell’argomento.
Esistono due classi di proteine principali che determinano le caratteristiche degli impasti: le glutenine

e le gliadine.

In particolare le subunita gluteniniche ad alto peso molecolare, High Molecular Weight (HMW), sono
presenti in strutture polimeriche stabilizzate da ponti disolfuro. Il numero e il tipo di subunita proteica
di questo gruppo ¢ positivamente correlato alla quantita e alle dimensioni molecolari dei polimeri e
quindi alla forza degli impasti (Shewry, 2003). Le HMW sono considerate il maggior determinante
dell’elasticita del glutine; le proteine monomeriche (gliadine) sono maggiormente responsabili per
I’estensibilita degli impasti. Le Low Molecular Weight, glutenine a basso peso molecolare, sono i
fattori determinanti della qualita delle semole di frumento duro, utilizzate principalmente nei processi
di pastificazione. In frumento duro, sono state identificate due varianti alleliche delle LMW-GS, la
variante LMW-1 e la variante LMW-2 che comprendono piu subunita gluteniniche. Le varieta che
possiedono le LMW-2 risultano avere caratteristiche qualitative (pastificabilitd) superiori rispetto alle

varieta che contengono le LMW-1.

1.5.3 Il contenuto proteico totale

Il contenuto proteico delle varieta di frumento commerciali ¢ in media tra il 12% e il 14%. Frumenti
caratterizzati da valori del contenuto proteico molto bassi (< 9%) o molto alti (> 15%) non sono
solitamente commercializzati. I frumenti ad alto contenuto proteico vengono spesso utilizzati in
miscela con frumenti a basso contenuto proteico. Il contenuto proteico dipende dalla varieta di
frumento, dalla fertilita del suolo e dalle condizioni climatiche. La forte dipendenza di tale parametro
da fattori ambientali rappresenta una problematica rilevante nell’attivita di selezione di nuove varieta
di frumento. Il miglioramento genetico di questo carattere ¢ stato condotto, anche tramite I’incrocio

con specie selvatiche, come 7. urartu e T. dicoccoides.
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1.6 La qualita nutrizionale

La funzione del frumento nella nutrizione umana ¢ determinata da due fattori primari, la composizione
chimica della cariosside e il livello di consumo nella dieta della popolazione degli alimenti derivati.
Una valutazione del valore nutritivo del fumento, effettuata esclusivamente in considerazione del
primo parametro, porterebbe alla conclusione che esso possa essere essenzialmente una fonte di
calorie, essendo costituito per oltre il 70% da amido la maggior fonte di carboidrati nell’alimentazione
umana (Shewry, 2009). Il largo consumo di alimenti derivati da farine o semole di frumento ne
determina I’importanza come fonte di principi nutritivi rappresentati in minore percentuale nella
cariosside quali proteine, fibre, micronutrienti e vitamine. E necessario inoltre sottolineare che la
relazione tra la compartimentazione della cariosside (Fig. 1.3) e dei suo costituenti ¢ i processi di
trasformazione che essa subisce nell’industria alimentare, influenzano fortemente il profilo

nutrizionale dei prodotti derivati.
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Figura 1.3. Struttura e componenti chimici della cariosside di frumento.
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1.6.1 Proteine

Shewry e Halford (2002) hanno riportato che I1’apporto proteico derivato dai cereali, sia
nell’alimentazione umana che animale, ¢ circa tre volte superiore a quello derivato dai legumi,
caratterizzati da un contenuto proteico significativamente maggiore. Una caratteristica negativa delle
proteine del frumento, e dei cereali piu in generale, ¢ rappresentata dalla carenza in alcuni
amminoacidi essenziali tra cui la lisina. La selezione di varieta ricche in glutenine, proteine povere in
lisina, ha avuto come conseguenza un ulteriore impoverimento in questo amminoacido essenziale. Una
corretta valutazione del valore nutrizionale delle proteine di frumento deve considerare la misura in
cui la deficienza in lisina sia compensata attraverso altre fonti (Bailey e Clark 1976). Inoltre I’apporto
di lisina derivante dal frumento ¢ sufficiente per le esigenze di un adulto, al contrario non lo ¢ per i

bambini (Dewettinck et al., 2008).

1.6.2 Lipidi

I cereali sono poveri in lipidi. La cariosside di frumento ¢ costituita da lipidi per una percentuale
dell’1, 5-2%. Il frumento ¢ ricco in alcuni acidi grassi essenziali per la dieta quali acido linoleico e
linolenico. 1 lipidi polari, derivati dalla parete cellulare, essenzialmente glicolipidi e fosfolipidi,
possono contribuire a ridurre 1’assorbimento del colesterolo ed in generale migliorare I’ambiente del
tratto digestivo inferiore (Sugawara e Miyazawa, 2001). L’importanza dei lipidi nei prodotti derivati
da frumento dipende dal tipo di processamento adottato in fase molitoria (wholegrain vs farina).
Recentemente la tecnologia alimentare ¢ orientata alla messa punta di nuove tecniche di
processamento, sia nella fase molitoria che di impasto, adatte all’integrazione di frazioni della

cariosside, quali il germe e 1’aleurone, ricche in costituenti minori quali i lipidi e alcuni micronutrienti.

1.6.3 Vitamine, minerali e phytochemicals

La deficienza nella dieta di alcuni minerali ¢ causa di malattie importanti soprattutto nei paesi in via di
sviluppo. Il frumento, soprattutto nella sua integralita, costituisce una buona fonte di minerali
essenziali quali zinco, ferro e selenio. La selezione di varieta ad alta produttivita ¢ stata associata ad un
significativo decremento della concentrazione di ferro e zinco nei cereali (Zhao et al., 2009). Inoltre la
biodisponibilita del ferro ¢ limitata dalla sua localizzazione nello strato aleuronico della cariosside
dove risulta complessato da un agente chelante che ne ostacola 1’assorbimento nel tratto digestivo
umano. L’apporto di selenio nella dieta ¢ fondamentale per le sue proprieta antiossidanti,
anticancerogene e antivirali. | cereali integrali forniscono un apporto significativo delle vitamine del

gruppo B, in particolare tiamina, riboflavina, niacina. Il frumento ¢ inoltre una discreta fonte di biotina
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(10-100ug/100g) e di acido folico (30-90ug/100g). Essendo povero in lipidi esso tende ad essere
povero in vitamine liposolubili quali, A, D, e K ma contiene valori apprezzabili di vitamina E (25
ug/g) (Dewettinck et al., 2008). Studi di laboratorio hanno dimostrato che i cereali integrali per
colazione hanno un contenuto di antiossidanti simile a quello di frutta e verdura (Miller et al., 2000).
Pur essendo presenti in piccole quantita, sostanze bioattive quali i flavonoidi suscitano notevole
interesse da parte dei soggetti coinvolti nella produzione di alimenti a base di frumento. I cereali sono
inoltre considerati una discreta fonte di fitoestrogeni, in particolare i lignani, che svolgono un ruolo di

prevenzione di alcuni tipi di cancro negli adulti.

Vitamine, sostanze antiossidanti, minerali e proteine ricche in lisina sono presenti in percentuali
apprezzabili nel germe e negli strati esterni della cariosside, frazioni rimosse durante la molitura con
un guadagno nella palatabilita e una perdita nel valore nutritivo dei prodotti derivati. Tali
considerazioni sono alcune delle ragioni alla base del rinnovato interesse per i cereali integrali o whole

grain.

1.6. 4 1 carboidrati nel frumento: I'’amido e le fibre alimentari e il loro ruolo
nell’alimentazione.

I carboidrati comprendono due macro categorie distinte sulla base del tipo di processamento che
subiscono nell’appartato digerente umano (Fig. 1.4) (Dewettick et al., 2008). L’amido (non resistente)
e gli zuccheri solubili vengono digeriti e assorbiti dall’'uomo. Al contrario le fibre alimentari risultano
resistenti agli enzimi digestivi umani (Southgate, 1991). Le a-amilasi rappresentano la sola classe di
enzimi umani, presenti nell’intestino tenue, in grado di metabolizzare i carboidrati complessi. Le fibre
alimentari, che comprendono i non-starch polysaccharides (NSP) e gli oligosaccaridi (OS), sembrano
resistere completamente alla digestione e, in ragione di cio, sono definite come “componenti strutturali
o essudativi della pianta non digeribili dagli enzimi digestivi umani” (Spiller, 1993). Tale resistenza ¢
dovuta al tipo di legami presenti nella struttura del polisaccaride e alla presenza di monosaccaridi
diversi dal glucosio. Gli NSP, la frazione maggiore delle fibre alimentari, sono classicamente distinti
in solubili e non solubili, classificazione importante per alcuni interessanti effetti fisiologici. Il
frumento ¢ ricco in fibre insolubili alle quali ¢ stato attribuito un ruolo maggiore nella prevenzione e
cura della stipsi e patologie correlate. Diversi studi hanno dimostrato che tale effetto fisiologico ¢
dose-dipendente ed ¢ dovuto esclusivamente alla “presenza fisica” delle fibre che determina un

aumento della massa fecale e ne velocizza il transito intestinale (Aldoori ef al., 1998).

Il consumo di alimenti ricchi in fibre solubili, quali prodotti derivati da orzo e avena, ¢ stato associato

alla riduzione del tasso di colesterolo nel sangue e alla prevenzione di patologie correlate, quali
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malattie cardiovascolari (CHD) e diabete (Plaami, 1997). Tuttavia gli studi che mirano a chiarire il
ruolo fisiologico delle fibre solubili non hanno dato risposte esaustive. E stato riportato che
I’assunzione di cereali integrali, tra cui il frumento (povero in fibre solubili), determina un
abbassamento del rischio di CHD in maniera dose dipendente. Al contrario 1’assunzione di fibre
alimentari e, in particolare, della crusca di frumento, non incide sul livello di colesterolo nel sangue
(Truswell, 2002). E stato ipotizzato che la procedura di isolamento della frazione soluble NSP possa
provocare modifiche importanti delle loro proprieta strutturali e fisiologiche. In generale ¢ chiaro che
I’assunzione di cereali integrali comporti effetti fisiologici che migliorano la salute e abbassano il
rischio di alcune malattie, ma non sono state determinate tutte le relazione di causa-effetto con i
componenti della cariosside; ¢ possibile che le fibre non rappresentino 1’unico fattore di protezione

dalle malattie cardiovascolari esercitato dai cereali integrali e prodotti derivati (Topping, 2007).
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Figura 1.4. Rappresentazione delle relazioni tra il transito intestinale del cibo nel tratto
gastrointestinale, la digestione dei nutrienti nell’intestino tenue e la fermentazione nell’intestino
crasso. I componenti non digeriti dall’azione degli enzimi endogeni nell’intestino tenue vengono
fermentati dalla flora batterica nell’intestino crasso. Il grado di fermentazione ¢ elevato nel primo
tratto dell’intestino crasso, cosi come la produzione di SCFA; il secondo tratto del colon ¢ la regione
con minore concentrazione di SCFA ed ¢ la sede di maggior sviluppo delle patologie intestinali.

(modificata da Topping et al., 2001).
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L’amido ¢ il costituente maggiore della cariosside di frumento e rappresenta la maggiore fonte di
energia nell’alimentazione umana e animale. Esso viene digerito nell’intestino tenue e ridotto a
zuccheri semplici. La suscettibilita dell’amido all’attacco enzimatico da parte delle o-amilasi dipende
dalla sua struttura chimico-fisica che presenta numerose varianti. In generale 1’accesso alla sua
struttura ¢ determinato dalla presenza di legami a-1,4 glucosidici. Esiste una categoria di amidi
definita “resistente” in ragione della sua non suscettibilita all’attacco degli enzimi digestivi umani.
Con D’espressione “amido resistente” (Resistant Starch-RS) si intende I’amido e i prodotti della sua
digestione che passano intatti nell’intestino crasso. Sono state definite quattro classi di amido
resistente, in base alle caratteristiche strutturali dell’amido stesso o della matrice alimentare che lo
contiene. L’amido resistente di classe 1 (RS1) ¢ inaccessibile all’attacco enzimatico a causa del
tessuto, organo o matrice alimentare che lo contengono. RS2 comprende due sottoclassi, RS2a
corrisponde all’amido nel suo stato granulare non processato. Questo tipo di amido perde la sua
resistenza durante il processo di cottura. RS2b corrisponde ad amidi caratterizzati da un alto contenuto
di amilosio che sono in grado di mantenere una percentuale significativa di granuli intatti durante il
processamento. RS3 si riferisce ad una frazione di amido che si forma durante la cottura del prodotto
alimentare attraverso il processo di gelatinizzazione dei granuli di amido e riassociazione delle
molecole di amilosio rilasciate (retrogradazione). La frazione di amido retrogradato (RS3) cresce al
crescere della percentuale di amilosio. L’amilosio contribuisce quindi all’aumento della frazione di
amido resistente attraverso due meccanismi differenti: contribuendo all’integrita dei granuli di amido
nel prodotto alimentare processato e attraverso la retrogradazione dell’amilosio derivante dalla
gelatinizzazione e dispersione dell’amido nell’alimento (Morell et al, 2004). RS4 ¢ 1’amido
chimicamente modificato attraverso reazioni di sostituzione (esterificazione, cross-linking).

In base alle sue caratteristiche nutrizionali ’amido ¢ stato classificato anche come amido “glicemico”
o “resistente”. Gli amidi “glicemici” sono quelli che vengono idrolizzati a unita di glucosio nel tratto
digestivo e possono essere Rapidly Digestible Starch (SDS) o Slowly Digestible Starch (RDS). Gli
amidi RDS vengono rapidamente idrolizzati a glucosio nell’intestino tenue in circa 20 minuti e si
trovano in cibi appena cotti come pane o patate dove la rottura dei granuli rende 1’amido facilmente
accessibile agli enzimi digestivi. La categoria SDS comprende amidi la cui digestione dura tra i 20 e
110 min ed ¢ completa; essi si trovano nei cereali o sottoforma di granuli o come amido retrogradato
(Sharma et al., 2008). Nel paragrafo successivo saranno discussi gli effetti e i relativi meccanismi

fisiologici dell’amido resistente e il loro impatto sulla salute umana.
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1.6.5 L’amido resistente come fibra funzionale

L’amido resistente (Resistant Starch-RS) non ¢ propriamente una fibra alimentare ma puod essere
considerato una “fibra funzionale” (Sharma et al., 2008). Il metodo AOAC per ’analisi delle fibre,
richiesto per I’etichettatura nutrizionale degli alimenti in USA, include, nel fotal dietary fibre (TDF),
I’amido resistente. L’RS, nutrizionalmente, ¢ molto piu simile alle fibre che non all’amido stesso.
Come le fibre esso ha un impatto positivo sulla salute del colon contribuendo all’aumento della
velocita di riproduzione cellulare e diminuendo ’atrofia del colon. Inoltre I’amido resistente svolge un

ruolo positivo nella modulazione della glicemia e del tasso di colesterolo nel sangue.

1.6.6 La funzionalita dell’amido resistente nella salute umana

1.6.6.1 Il ruolo degli SCFA e il butirrato

Diversi studi riportano che dal 30% al 70% di RS viene degradato ad acidi grassi a catena corta dalle
amilasi batteriche. In particolare in frumento il 65% di RS3 ¢ risultato degradato dalla flora intestinale.
La flora batterica intestinale fermenta i carboidrati complessi non digeribili riducendoli, negli adulti, a
SCFA, gas quali monossido di carbonio, idrogeno molecolare e metano ed energia sottoforma di
calore (Cummings et al., 1996). Gli SCFA prodotti in maggiore percentuale nell’'uvomo sono il
butirrato, il propioniato e ’acetato. Le caratteristiche piu interessanti della fermentazione dell RS
riguardano la produzione elevata di butirrato e la bassa velocita del processo fermentativo. L’ambiente
acido derivante dalla presenza degli SCFA promuove la crescita della flora batterica e inibisce la
proliferazione di alcuni batteri patogeni. Inoltre 1’abbassamento del pH comporta la ionizzazione di
alcuni composti alcalini citotossici, quali ad esempio I’ammonio, inibendone 1’assorbimento da parte
dell’organismo (Bird et al., 2000). Gli acidi grassi a catena corta costituiscono un metabolita
essenziale per la salute delle cellule del colon: essi aumentano 1’afflusso di sangue nel colon,
abbassano il pH e aiutano a prevenire lo sviluppo di colonociti abnormali. Altri effetti degli SCFA
sono la stimolazione della contrazione del colon che ne migliora il tono muscolare, I’ossigenazione e il
trasporto dei nutrienti. Recentemente il butirrato ha focalizzato su di sé I’attenzione di molti per le sue
proprietad peculiari nel mantenimento della salute del colon. E stato riportato che il butirrato &
essenziale per il mantenimento di un fenotipo normale dei colonociti e che esso agisce attraverso
meccanismi di riparazione del DNA danneggiato o di induzione di morte programmata in cellule
trasformate (Candido, 1978). L’incorporazione di RS nelle soluzioni di reidratazioni per pazienti con
diarrea ha accelerato i tempi di guarigioni e abbassato la perdita di acqua. La produzione e

I’assorbimento di SCFA dall’amido resistente fornisce circa 1,7 Kcal per grammo all’organismo.
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1.6.6.2 RS e il cancro al colon

Uno degli effetti piu interessanti dell’amido resistente ¢ il suo ruolo nella prevenzione di una patologia
molto diffusa nei paesi industrializzati, il cancro al colon. A tal proposito esiste un’intensa attivita di
studio e ricerca che si pone alcuni interrogativi centrali: quali siano i meccanismi e la misura in cui
I’RS contribuisca a tale prevenzione e quale sia il rapporto, in tale contesto, tra I’'RS e i NSP. Diversi
studi hanno dimostrato il ruolo del butirrato nella soppressione della crescita di cellule tumorali in
vitro. Toden et al. (2007) hanno evidenziato 1’esistenza di una correlazione negativa tra la
concentrazione di butirrato nell’intestino crasso, derivante dalla somministrazione di RS attraverso la
dieta, e il livello di danneggiamento del DNA dei colonociti di ratti che erano stati in precedenza
esposti a fattori di danneggiamento del genoma. Le Leu et al. (2005) hanno riportato un significativo

ruolo di protezione del RS in topi in cui era stato indotto, chimicamente, un tumore al colon.

Topping, nella sua review del 2007, sottolinea che non esistono riscontri della possibilita che gli NSP
dei cereali vengano fermentati nell’intestino. Inoltre egli punta 1’attenzione sull’incapacita, della
maggior parte degli studi eseguiti, di rilevare un effetto di protezione di tale componente delle fibre
nella prevenzione del cancro al colon. Binghman et al. (2003) hanno dimostrato un effetto di
prevenzione dose dipendente delle fibre alimentari rispetto al cancro. In tale studio il contenuto totale
di fibre era stato stimato attraverso un metodo che, nel TDF (contenuto totale di fibre) include anche
I’amido resistente. Topping conclude ipotizzando che ’amido resistente, piuttosto che i polisaccaridi
non solubili, possa essere il maggiore responsabile dell’azione protettiva dei cereali integrali contro

I’insorgenza del cancro.

1.6.6.3 Indice glicemico, colesterolo nel sangue, assorbimento di minerali

La presenza di percentuali significative di amido resistente contribuisce all’abbassamento dell’indice
glicemico dell’alimento consumato. Cibi ricchi in RS rilasciano il glucosio lentamente, abbassando la
produzione di insulina e aumentando 1’utilizzo dei grassi di riserva dell’organismo. Per tali ragioni
I’amido resistente puo svolgere un ruolo positivo nella prevenzione di malattie quali il diabete e nel
trattamento dell’obesita e nel controllo del peso corporeo (Nugent, 2005). Diversi studi hanno
dimostrato che RS svolge una funzione prebiotica aumentando la sopravvivenza dei batteri acido
lattici (LAB) assunti attraverso 1’alimentazione (probiotici) (Brown et al, 1998). Inoltre
I’abbassamento del pH, derivante dalla sua fermentazione nell’intestino, determina una maggiore
solubilita dei minerali favorendone ’assorbimento da parte dell’organismo. E stato riportato che RS

svolge un ruolo positivo nell’ulcera, diverticolite e stipsi (Nugent, 2005).
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1.6.7 Farine e semole di frumento.

La farina e la semola, rispettivamente ottenute dalla molitura del frumento tenero e del frumento duro,
rappresentano 1’ingrediente principale per la produzione degli alimenti a base di frumento. La farina
viene recuperata, attraverso le moderne tecniche di molitura, con una resa del 60% del frumento
macinato dopo aver rimosso il germe e la crusca. La farina (semola) ¢ costituita principalmente da
amido (ca 75%), acqua (ca 12-14%), e proteine (ca. 8-16%) e da costituenti minori quali NSP (2-3%),
lipidi (ca 2%) e minerali (ca 1%). La qualita degli sfarinati di frumento dipende dalle caratteristiche e
dalle percentuali dei singoli componenti. Le caratteristiche delle diverse tipologie di sfarinati sono
definite da una specifica normativa nel nostro paese che disciplina la lavorazione e il commercio dei
cereali, degli sfarinati, del pane e delle paste alimentari, stabilendo i limiti di alcuni parametri analitici.
Tra i parametri definiti per legge, il tenore in sostanze minerali di una semola o di una farina puo
essere considerato come un indice della sua purezza, ossia della contaminazione da parte degli strati
periferici. In Italia, il tasso in ceneri di semole e farine ¢ fissato dalla legislazione. Nel caso del
frumento duro la maggior parte degli sfarinati prodotti, circa il 90%, ¢ destinata alla produzione di
pasta alimentare; gli sfarinati di frumento tenero sono impiegati per una pluralita di prodotti lievitati
da forno. In questo caso, la destinazione d’uso ¢ stabilita sulla base delle caratteristiche qualitative

della farina.

1.7 Struttura e composizione chimica dell’amido

L’amido, in natura, costituisce la maggiore forma di energia stoccata negli organismi vegetali
superiori. L’amido di riserva nei cereali viene sintetizzato durante lo sviluppo e la maturazione
dell’endosperma ed ¢ utilizzato, attraverso un processo di degradazione e la produzione di alcuni
metaboliti, durante la fase di germinazione della pianta quale fonte di carbonio ed energia. La struttura
fisica identificativa dell’amido ¢ il granulo, il livello di organizzazione di grado piu elevato assunto
dalla popolazione di molecole che lo compongono. I granuli sono una struttura semicristallina con

dimensioni e forme caratteristiche di ciascuna specie.

1.7.1 Composizione chimica

Dal punto di vista chimico ’amido ¢ un carboidrato costituito da popolazioni di polimeri di D-
glucosio, storicamente classificate in due categorie distinte, 1’amilosio e 1’amilopectina, in base al
grado di polimerizzazione (DP) e alla frequenza delle ramificazioni. In generale tutte le molecole di
amido presentano esclusivamente molecole di D-glucosio unite da legami glucosidici a-1,4 e punti di

ramificazione introdotti sulla struttura lineare attraverso legami a-1,6. Il termine amilosio ¢ utilizzato
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per identificare molecole caratterizzate da basso DP (grado di polimerizzazione) (< 3000) e con una
frequenza d ramificazioni inferiore all’1%. L’amilopectina comprende molecole con DP > 5000 e
un’elevata frequenza di punti di ramificazione (3-4%). Questo tipo di classificazione, seppur
consolidata, non considera ’esistenza di molecole con caratteristiche intermedie il che ha portato a
coniare nuove definizioni quali “intermediate starch” o “apparent amylose”. Diversi studi hanno
indagato sulla variabilita delle percentuali relative delle due classi di molecole in frumento, includendo
nelle analisi, specie coltivate, selvatiche e progenitrici, ¢ hanno concluso che I’amilosio rappresenta tra
il 18 e il 35% dell’amido totale (amilopectina 65%-82%) (Zeng et al., 1997; Mohammadkhani et al.,
1998; Stoddard e Sarker 2000). Il rapporto quantitativo amilosio-amilopectina ¢ un fattore
determinante delle proprieta chimico-fisiche dell’amido. Le dimensioni e il numero di ramificazioni
delle molecole polimeriche rappresentano, in ultima analisi, i fattori primari che determinano le

caratteristiche funzionali dell’amido.

1.7.2 Struttura fisica dell’amido
La composizione chimica elementare dell’amido non trova corrispondenza nella sua struttura, la cui
complessita rende necessario 1’utilizzo di particolari parametri per identificare i suoi componenti.

Questi parametri risultano utili specialmente per 1’analisi della struttura complessa dell’amilopectina.

Nell’amilopectina catene di glucosio di dimensioni minori sono raggruppate in strutture definite
“clusters”; i singoli cluster sono interconnessi attraverso uno scheletro principale costituito da catene
glucaniche di dimensioni maggiori. Nella nomenclatura classica (Peat et al., 1952) si distinguono
catene di tipo “A”, non sostituite, e catene di gruppo “B” sostituite (Fig 1.5a). La macromolecola
contiene anche una singola catena di tipo “C” caratterizzata da un gruppo riducente libero. Le catene
di tipo B sono ulteriormente suddivise in catene di tipo “Ba” e catene di tipo “Bb”, rispettivamente
caratterizzate dalla presenza di almeno una sostituzione di una catena “A” e dalla sostituzione di sole
catene “B” (Hizukuri e Machara, 1990). Le catene di tipo B sono inoltre classificate in base alla
posizione assunta rispetto al cluster; le catene B1 sono corte e compongono il cluster. All’interno di
ciascun singola catena si distinguono segmenti definiti “catene esterne” o “catene interne” a seconda
della posizione rispetto al punto di ramificazione piu lontano dall’estremita riducente. Tutte le catene
di tipo “A” sono catene esterne, le catene “B” comprendono catene esterne ed interne; 1’insieme dei
residui glucosidici da cui si sviluppano i punti di ramificazione costituiscono la “total internal chain”
0 “core chain” (Bertoft, 1991; Yun e Matheson, 1993). La definizione della struttura fine
dell’amilopectina ¢ stata possibile attraverso analisi basate su specifiche reazioni di idrolisi enzimatica

dell’amido. Le informazioni sulla struttura dell’amilosio ad oggi disponibili non sono molto
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dettagliate. Takeda et al. (1987) hanno riportato che I’amilosio dei cereali ha un DP tra 1000 e 2000.

La figura 1.5b mostra la tipica struttura ad elica assunta dalla catene di amilosio.
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Figura 1.5. a) Definizione dei tipi di catene e dei segmenti di catena all’interno della struttura
dell’amilopectina. I cerchi rappresentano le unita di glucosio; le lineee orizzontali i legami a-1,4 ¢
quelli verticali i legami a-1,6. b) conformazione ad elica della molecola di amilosio contenente 6 unita

di glucosio per giro.

1.7.3 L’unita strutturale dell’amido

I granuli di amido sono stati definiti come un “materiale gerarchico” nel quale la struttura di un livello
di organizzazione determina la struttura del livello organizzativo successivo (Myers et al., 2000). I
“clusters” rappresentano il livello inferiore di questa organizzazione e sono costituiti dalle “catene
esterne” dell’amilopectina associate in strutture a doppia elica. Tali strutture sono semicristalline e
costituiscono 1’unita ripetuta di 9 nm la cui presenza ¢ stata riscontrata in amidi di diversi taxa (Waigh
et al., 2000). 1 clusters comprendono, inoltre, regioni di amilosio alternate alle catene esterne
dell’amilopectina. Gruppi di 4-10 clusters sono organizzati a formare strutture di ordine superiore,
chiamate “lamellae”, con spessore fino a 100 nm. Gallant et al. (1997) hanno proposto 1’ipotesi
dell’esistenza di un struttura di livello superiore costituito da un assemblaggio a spirale dei clusters e
responsabile di una stratificazione ordinata delle lamellae, definita “blockets™ caratterizzata da uno
spessore fino a 500 nm. Gli strati piu esterni dei granuli sono costituiti da anelli concentrici
caratterizzati da spessore da 100 nm fino a 1um (Fig. 1.6). E stata riportata la presenza di canali radiali

interni ai granuli ed ¢ stato ipotizzato che tali regioni possano essere essenziali in una serie di
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interazioni alla base di importanti processi enzimatici, fisici e chimici che coinvolgono ’amido
(Gallant et al., 1997; Huber e BeMiller, 2000). La specie presenti nella tribu delle Triticeae, frumento,
orzo e segale, presentano una distribuzione bimodale di tali strutture distinte in granuli di tipo A e
granuli di tipo B (Fig. 1.7). In frumento i primi hanno forma ellissoidale e diametro da 15 a 30 pm, i
secondi hanno forma sferica e diametro fino a 10 um. Le due tipologie di granuli sono sintetizzate con
tempistiche differenti durante il periodo di maturazione della cariosside. La sintesi dei granuli di tipo
A ha inizio quattro giorni dopo la fioritura (DPF) e continua fino a venti giorni post antesi. La sintesi
dei granuli di tipo B ha inizio a dieci giorni ed ¢ interessata da un incremento significativo venti giorni
dopo I’antesi (Parker, 1985). Queste differenze sono considerate un fattore determinante per le
dimensioni dei granuli e per 1’organizzazione strutturale di amilosio e amilopectina (Tester et al.,
1997). Le dimensioni, la forma e la distribuzione dei granuli hanno valori caratteristici per ciascuna
specie vegetale. In frumento i granuli di tipo A rappresentano solo il 2-4% del numero di granuli
presenti nell’endosperma maturo, comprendendo circa il 75% in peso dell’amido totale. Diversi studi
hanno dimostrato I’influenza della distribuzione dei granuli sulla funzionalita e le proprieta di pasting
dell’amido (Chiotelli e Le Meste, 2002; Liu ef al., 2007; Park ef al., 2004; Sahlstrom et al., 2003; Ao e
Jane, 2007). La distribuzione dei granuli in frumento ¢ controllata da fattori genetici e ambientali

(Stoddard, 1999; Stoddard, 2003).

Figura 1.6. Immagine al microscopio elettronico a scansione (SEM) della struttura ad anelli

concentrici dei granuli di amido.
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(a) Sunco unfractionated starch (b) Sunco A granules

(¢) Sunco B granules
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Figura 1.7. Immagine SEM di a) amido di frumento b) frazione arricchita di granuli A; ¢) frazione

arricchita di granuli B (Salman et al., 2009).

1.7.4 Componenti associati ai granuli di amido

I lipidi costituiscono la componente non amidacea piu importante nei granuli. Nei cereali sono presenti
prevalentemente lisofosfolipidi che si trovano sottoforma di complesso con I’amilosio. I lipidi sono
maggiormente concentrati sulla superficie dei granuli (Baldwin er al., 2001) e influenzano le
interazioni enzimatiche e 1’assorbimento di acqua da parte dei granuli. Internamente ai granuli di
amido, in frumento, sono state localizzate diverse proteine coinvolte nel processo di biosintesi
dell’amido con peso molecolare da 60 a 150 kDa note come SGP-Starch Granule Proteins.

La forma principale di SGP (58-60kDa) ¢ il prodotto dei geni waxy (Ainsworth et al., 1993; Nakamura
et al., 1993; Rahman et al, 1995), ovvero le proteine waxy (GBSSI), responsabili della sintesi
dell'amilosio (Preiss, 1991). Le SGP di peso molecolare 75, 100 e 105 kDa sono risultate, mediante
sequenza amminoterminale, saggi di attivita enzimatica e reazione con anticorpi monoclonali, amido
sintasi; la proteina Sgp-2 (85 kDa) presenta alta omologia con la proteina SBEIIb di mais (Rahman et
al., 1995, Baga et al., 1999). Yamamori ed Endo (1996) hanno dimostrato che le tre proteine di 100,
108 e 115 kDa (note come Sgp-1) corrispondono alle 3 isoforme SSlla, codificate da tre geni
omeologhi, SSI/A, SSIIB ¢ SSIID. Li et al. (1999) hanno osservato che tali proteine sono presenti
anche nella frazione solubile nei primi stadi di sviluppo dell'endosperma. Le proteine da 75 kDa
corrispondono invece alle 3 isoforme SSI e sono state chiamate Sgp-3: queste subunita co-migrano e
non sono separabile su gel monodimensionali (Yamamori ed Endo,1996). Attraverso analisi SDS-

PAGE ¢ possibile visualizzare le proteine legate ai granuli d'amido (Fig. 1.8).
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Figura 1.8. SDS-PAGE delle proteine estratte dai granuli d’amido isolate da cariossidi di frumento
tenero (A) e duro (B).

Peng et al. (2000) hanno riportato la presenza di una nuova isoforma BEI ad alto peso molecolare
presente nelle specie appartenenti alle Triticeae. Tale proteina risulta presente solo nei granuli di tipo
A. Sulla superficie dei granuli in frumento sono presenti le friabiline, proteine di 15kDa responsabili
della durezza della cariosside. Esse sono presenti in abbondanza nei frumenti soff, scarsamente in

quelli hard e del tutto assenti nel frumento duro (Greenwell e Scholfield, 1986).

1.8 Biosintesi dell’amido

Nelle piante superiori la sintesi dell’amido ha luogo in diversi tessuti della pianta all’interno di
organelli sub-cellulari riconducibili ad un’origine evolutiva comune, i plastidi. Nei tessuti verdi
I’amido primario viene sintetizzato all’interno dei cloroplasti; la sintesi dell’amido di riserva ¢
localizzata negli amiloplasti. Il saccarosio rappresenta la fonte di glucosio. Esso deriva dalla
fotosintesi primaria o dalla mobilizzazione di alcuni carboidrati stoccati nei tessuti della pianta. La via
biosintetica dell’amido ¢ costituita da quattro fasi che coinvolgono le seguenti classi di enzima:
1’ ADP-glucosio pirofosforilasi AGPasi, le amido sintasi (SS), gli enzimi di ramificazione (BE), gli
enzimi di deramificazione (DBE). L’amilosio e I’amilopectina vengono sintetizzati attraverso due
pathway distinti che condividono lo stesso substrato, I’ADP-glucosio (Fig. 1.9). Un solo enzima
appartenente alla classe delle amido sintasi, in particolare GBSS, ¢ responsabile della sintesi
dell’amilosio. Le tre classi di enzimi SS, SBE e DBE partecipano con diverse isoforme alla sintesi

della complessa struttura dell’amilopectina.
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Figura 1.9. Schema della sintesi dell’amido nell’endosperma (da Rahman et al., 2007).

1.8.1 L’accumulo dell’amido nell’endosperma

Shewry et al. (2009) hanno pubblicato uno studio sulle tempistiche della biosintesi dell’amido in
frumento. La sintesi dell’amido nell’endosperma subisce un forte aumento tra 12 e 35 DPF,
raggiungendo valori di 30 mg per seme a 42 DPF. Gli autori hanno registrato un aumento del 20% del
peso secco a 10 DPF, del 50% a 21 DPF e del 55% a maturita. Banks et a/l. (1973) hanno evidenziato
un aumento del contenuto di amilosio da 15,8% a 9 dpa fino a 28% a 48 dpa. I granuli di tipo B,
sintetizzati nella seconda ondata, mostrano contenuti di amilosio leggermente superiori dei granuli
grandi. Le misure dell’entalpia di gelatinizzazione hanno suggerito inoltre una maggiore stabilita della

struttura dell’amido nelle ultime fasi di maturazione.

1.8.2 La sintesi dell’ADP-glucosio

L’ADP-glucosio ¢ il precursore per la sintesi di tutti i polimeri glucanici dell’amido. L’adenosina 5’
difosfoglucosio pirofosforilasi (AGPasi) catalizza la reazione di sintesi dell’ ADP-glucosio a partire da
glucosio-1-fosfato (G1P) e ATP. Le AGPasi delle piante superiori hanno una struttura tetramerica,
caratterizzata da due subunita catalitiche maggiori (AGP-L) e due minori (AGP-S) codificate da due
geni distinti (Preiss e Sivak, 1996). In mais (Denyer, 1996), riso (Sikka, 2001), orzo (Thorbjornsen,
1996) e frumento sono presenti sia un’isoforma plastidiale che una citosolica. Nell’endosperma dei
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cereali I’isoforma citosolica rappresenta 1’isoforma maggiore (Burton et al., 2002). Le due isoforme
sono codificate da gruppi di geni differenti; cio ¢ stato confermato attraverso 1’analisi di un mutante di
orzo privo delle subunita minori della AGPasi citosolica ma che conserva le subunitda minori
dell’isoforma plastidiale (Johnson et al., 2003). La disponibilita di mutanti caratterizzati dalla
mancanza delle subunita citoplasmatiche in mais (Tsai e Nelson, 1966) e in orzo (Johnson et al., 2003)
ha suggerito che il flusso primario della sintesi dell’amido avviene a carico dell’AGPasi
citoplasmatica. Tali mutanti, bz2 e sh2 in mais e Ris@ 16 in orzo, presentano infatti un basso contenuto
di amido in accordo con I’ipotesi che attribuisce un ruolo primario all’isoforma citoplasmatica. In
frumento la produzione di linee mutanti per ciascuna subunita delle AGPasi ¢ resa complessa
dall’esistenza di multipli gruppi di geni dovuta alla natura poliploide del genoma. Le AGPasi sono
soggette a diversi meccanismi di regolazione a livello genico, attraverso la duplicazione dei geni e la
modulazione dell’espressione, ¢ a livello proteico attraverso regolazione allosterica, modificazioni
post tradizionali e compartimentazione. L’ esistenza di due isoforme, citoplasmatiche e plastidiale, e di
due tipi di subunita ¢ un esempio di duplicazione genica. La regolazione allosterica ¢ mediata da due

molecole effettrici il 3-fosfoglicerato (3PGA) e I’ortofosfato inorganico (P1i).

1.8.3 Il trasporto dell’ADP-glucosio nei plastidi

L’identificazione del mutante Brittle-1 in mais, caratterizzato da un basso contenuto in amido e da
accumuli di ADP-glucosio, ha portato all’identificazione di un nuovo soggetto coinvolto nel processo
biosintetico dell’amido al quale ¢ stato riconosciuto il ruolo di trasportatore dell’ADP-glucosio,
sintetizzato nel citoplasma, all’interno dei plastidi (Shannon et al., 1998). La proteina trasportatrice,

denominata Brittle, ¢ presente in tutti i cereali.

1.8.4 Sintesi dell’amilosio

L’enzima GBSS ¢ stata identificata come I’amido sintasi deputata alla sintesi dell’amilosio nei
plastidi. Questo enzima ¢ localizzato principalmente all’interno dei granuli di amido e, in misura
minore, adeso alla loro superficie. In tutti gli organismi vegetali la mancanza di questo enzima ¢ stato
associata ad un fenotipo caratterizzato da livelli di amilosio drasticamente ridotti. Nei cereali
I’aggettivo waxy ¢€ utilizzato per descrivere 1’aspetto ceroso delle cariossidi prive di amilosio. Sia nelle
piante monocotiledoni che dicotiledoni esistono due classi di GBSS, una espressa nell’endosperma
(GBSSI) e un’altra negli altri tessuti della pianta (GBSSII) (Nakamura et al., 1998; Edwards et al.,
2002). Nel frumento esaploide esistono tre isoenzimi GBSSI, caratterizzati da diversa mobilita

elettroforetica su gel SDS (Fig 1.10), codificati da 3 geni Wx-AI, Wx-DI, WxBI localizzati
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rispettivamente sui bracci corti dei cromosomi 7A e 7D e sul braccio lungo del cromosoma 4A
(risultato di una traslocazione dal braccio corto del cromosoma 7B) (Chao, 1989; Miura, 1994;
Yamamori, 1994). Nel frumento duro tetraploide sono presenti solo le due proteine waxy Wx-Al e
Wx-B1 che in SDS-PAGE presentano una mobilita elettroforetica identica a quelle corrispondenti
presenti in frumento tenero. In frumento tenero e in frumento duro sono stati prodotti genotipi “waxy”
e “parzialmente waxy” rispettivamente caratterizzati dall’assenza di tutte o alcune delle tre proteine
GBSSI. Le linee completamente waxy sono caratterizzate da un contenuto di amilosio prossimo allo
zero. In generale i genotipi waxy presentano amidi con caratteristiche funzionali profondamente
diverse dai genotipi wild-type che determinano la possibilita di nuovi usi e applicazioni degli amidi di
frumento. Studi biochimici hanno dimostrato che 1I’enzima GBSS ¢ “processivo” (si lega al substrato e
aggiunge nuovi residui alla stessa catena) piuttosto che “distributivo” (distribuisce nuovi residui su
differenti catene) nelle catene crescenti di amilosio (Denyer et al., 1999). Si ¢ ipotizzato che 1’enzima
GBSS agisca negli spazi interstiziali del granulo, inserendo 1’amilosio direttamente nella matrice della
regione amorfa tra le zone cristalline dell’amilopectina. L’attivita di questa proteina ¢ stimolata dalla
presenza di piccole catene di malto-oligosaccaridi che agiscono come molecole di innesco per
I’allungamento (Denyer et al., 1999b). E stato anche riportato che I’amilopectina potrebbe stimolare
I’attivita delle GBSS, suggerendo 1I’importanza della matrice dei granuli sulla funzionalita dell’enzima
(Denyer et al., 1999). Oltre al loro ruolo nella sintesi dell’amilosio, ci sono numerose evidenze che
indicano che le isoforme GBSS contribuiscono alla sintesi dell’amilopectina attraverso 1’allungamento
delle catene esterne piu lunghe (Denyer et al., 1999). La presenza di rari punti di ramificazione
nell’amilosio indica che probabilmente, uno degli enzimi di ramificazione presente nei granuli, possa
catalizzare questa reazione. Altre amido sintasi, come le SSI e SSII, potrebbero giocare un ruolo nella

sintesi dell’amilosio.

Wx-B1 Wx-D1
Wx-A1 (7A)
—— =S % Wx-D1 (7D)
Wx-B1 (4A)

Figura 1.10. Profilo elettroforetico delle tre isoproteine Waxy in frumento tenero.
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1.8.5 Sintesi dell’amilopectina

Studi effettuati sui genomi di piante quali, Arabidopsis e riso, hanno evidenziato la presenza di sei
geni codificanti per le amido sintasi (Ball e Morell, 2003). E stata riportata ’esistenza di cinque classi
di SS in pianta. Quattro di queste classi si trovano prevalentemente in forma solubile (SSI-IV), mentre
la quinta classe GBSSI ¢ un enzima legato ai granuli. Attraverso diversi approcci sono stati prodotti
genotipi mutanti per ciascuna classe di SS. Il quadro generale che emerge dagli studi di tali mutanti
evidenzia che ciascun enzima ¢ responsabile della sintesi di polimeri glucanici di dimensioni
specifiche all’interno della struttura dell’amilopectina. In riso ¢ stata riscontrata la presenza di famiglie
geniche, per ciascuna classe di amido sintasi, costituite da geni duplicati; ciascun gene appartenente
alla famiglia genica di una classe viene espresso in uno specifico tessuto della pianta (Dian et al.,
2003; Jiang et al., 2004; Dian et al., 2005). La prima classe contiene due membri, GBSSI ¢ GBSSII,
che differiscono nella loro specificita di espressione nei diversi tessuti, ma sono entrambi
essenzialmente implicati nella sintesi dell’amilosio. Lo studio di amidi waxy ha generato ’ipotesi di
un coinvolgimento delle isoforme GBSS nella sintesi delle catene lunghe dell’amilopectina che legano
diversi“clusters” tra loro (Yoo e Jane, 2002a; Yoo e Jane, 2002b). Le classi rimanenti di amido sintasi
sono coinvolte nella sintesi dell’amilopectina. La soppressione del gene SSI provoca piccoli
cambiamenti nel contenuto di amido, ma profondi cambiamenti nella struttura dell’amilopectina, con
diminuzione delle catene corte. Sulla base di recenti lavori (Delvalle et al., 2005; Fujita ef al., 2006) si
pud ipotizzare che le amido sintasi SSI hanno un ruolo nella sintesi delle catene A e Bl
dell’amilopectina. La mancanza degli enzimi di classe II ha effetti maggiori sia sul contenuto di amido
che sulla sua struttura, provocando una diminuzione delle catene di lunghezza intermedia
nell’amilopectina. La soppressione delle amido sintasi SSIII porta ad una diminuzione marginale nel
contenuto di amido ed una diminuzione nella proporzione di catene lunghe nell’amilopectina, e per

questa ragione ¢ stato proposto un ruolo nella sintesi delle catene lunghe.

1.8.5.1 Le amido sintasi di classe I (SSI)

Studi biochimici sulle amido sintasi legate ai granuli (Sgp) in mais hanno rilevato la presenza di due
attivitd amido sintasiche, SSI e SSII, presenti anche nell’endosperma delle cariossidi di frumento in
via di sviluppo (Denyer et al., 1995). In frumento tenero la proteina Sgp-3 ¢ codificata da tre geni SS/
localizzati sul braccio corto del cromosoma 7. Un singolo locus omeologo € presente in ciascun
genoma (Li et al., 1999). In frumento ’espressione del gene SSI inizia 3 giorni dopo la fioritura
(DAF), raggiunge il picco a 10 DAF e declina a bassi livelli a partire da 20 DAF (Li et al., 1999). 1l
gene SSI ¢ stato identificato in numerosi organismi vegetali. L’identificazione e lo studio di mutanti

difettivi per ’enzima SSI in Arabidopsis (Delvalle et al., 2005) e in riso (Fujita et al., 2006) ha
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rivelato che I’enzima ¢ principalmente coinvolto nella sintesi delle catene corte dell’amilopectina (DP
8 e 12). La temperatura di gelatinizzazione dell’amido risulta incrementata nei mutanti SS/ (Fujita et

al., 2006).

1.8.5.2 Le amido sintasi di classe II (SSII)

In riso sono stati individuati tre geni codificanti le amido sintasi di classe II (Jiang ef al., 2004; Hirose
e Terao, 2004) caratterizzati da espressione spazio temporale differenziale. In mais sono state
identificate due proteine SSII: I’SSIla espressa prevalentemente nell’endosperma e 1’SSIIb espressa in
foglia (Harn et al., 1998; Imparl-Radosevich, 1999). In frumento le tre proteine associate ai granuli di
amido, descritte come Sgp-1 (Yamamori ¢ Endo, 1996), appartengono alla classe SSII; le sequenze
geniche dei tre isoenzimi hanno un’elevata omologia conl’SS//a di mais (Li et al., 1999). Le proteine
SSIla di frumento sono localizzate, nella fase iniziale dello sviluppo dell’endosperma, sia nella
frazione solubile che legate ai granuli; nella cariosside matura le Sgp-1 si trovano principalmente
all’interno dei granuli (Li ef al., 1999). In frumento le tre proteine Sgp-1, (Sgp-Al, Sgp-B1 e Sgp-D1)
(Fig. 1.11) sono codificate da tre geni distinti, localizzati sui bracci corti dei cromosomi 7A, 7B ¢ 7D
(Li et al., 1999). L’isoforma SSIla gioca un ruolo importante nella sintesi dell’amido nell’endosperma
dei cereali. Nel mutante rug-5 di pisello la mancanza dell’enzima SSIla ¢ stata associata ad una
diminuzione nel contenuto di amido, un incremento nel contenuto di amilosio e all’alterazione della
morfologia dei granuli e della struttura dell’amilopectina (Craig et al., 1998). In frumento sono state
identificati e caratterizzati genotipi privi di ciascuna delle tre proteine Sgp-1 (Yamamori et al., 1998;
Yamamori et al., 2000). Il mutante triplo nullo, ottenuto mediante ’incrocio dei tre mutanti singoli
nulli, mostra caratteristiche simili al mutante rug-5 di pisello (Yamamori et al., 2000). Yamamori et
al. (2000) e Lafiandra et al. (2010) hanno descritto genotipi di frumento Sgp! nulli caratterizzati da
significativi incrementi di amilosio e nuove proprieta viscoelatiche, rispettivamente in frumento tenero
e duro. In riso sono stati individuati i siti catalitici e di legame dell’enzima SSII (Unemoto et al., 2004;
Unemoto ¢ Aoki, 2005). Due SNP (Single Nucleotide Polymorphism) presenti nella regione C-
terminale del gene SSI/a provocano la perdita sia dell’attivita catalitica che della capacita di legare i
granuli. In orzo il mutante nullo SS//a, sex6, ha caratteristiche simili al mutante rug5 di pisello con un
incremento nel contenuto di amilosio (superiore al 70%) e basse rese di amido (Morell et al., 2003). In
mais il mutante sugary-2, che presenta una lesione nel gene SSI/a, mostra un alto contenuto di
amilosio, temperatura di gelatinizzazione ridotta, morfologia dei granuli e distribuzione della

lunghezza delle catene di amilopectina alterate (Zhang et al., 2004).

33



WT Al- D1- B1-
SGP-A1 '
SGP-D1 —» =iy
SGP-B1

Figura 1.11. Profilo elettroforetico delle proteine Sgpl in frumento tenero. WT corrisponde al
genotipo normale; Al-, Bl-e D1-corrispondono ai mutanti singoli nulli che mancano dell’isoforma

Sgp-Al, Sgp-B1 e Sgp-D1.

1.8.5.3 Le amido sintasi di classe III (SSIII)

Il mutante dull di mais (Gao et al., 1998), caratterizzato dall’assenza dell’attivita dell’enzima SSIII, ha
fornito indicazione importanti sul ruolo dell’SSIII nella biosintesi dell’amido. Il mutante dull presenta
un leggero abbassamento del contenuto di amido, lieve incremento del contenuto di amilosio e dei
punti di ramificazione e, soprattutto, la comparsa di una nuova classe di polimeri glucanici con
caratteristiche intermedie tra amilosio e amilopectina, definita intermediate starch. Studi precedenti,
relativi alla silenziamento di SSIII in patata e all’individuazione del mutante st-3 in Chlamidomonas,
hanno evidenziato unaumento del numero di catene corte dell’amilopectina con DP 2-8 e la
diminuzione delle catene con DP 8-50. In frumento sono stati isolati e caratterizzati i geni codificanti

per le tre isoforme SSIII e localizzati sul cromosoma 1 (Li ef al., 2000).

1.8.5.4 Le amido sintasi di classe IV

Roldan et al. (2007) hanno analizzato due mutanti di Arabidopsis caratterizzati dall’assenza
dell’enzima SSIV. I risultati di tale studio non hanno evidenziato cambiamenti significativi nella
struttura dell’amilopectina. Il rapporto amilosio/amilopectina e il contenuto di amido totale non ¢
risultato alterato. Inoltre non sono stati osservati effetti pleiotropici sull’espressioni delle altre classi
SS. Questi dati hanno suggerito un ruolo alternativo all’allungamento delle catene glucaniche
dell’amilopectina per la classe SSIV. La riduzione nel numero dei granuli, associata all’accresciuta
dimensione degli stessi, riscontrata nel mutante Atss4, ha portato ad avanzare I’ipotesi che, in
Arabidopsis, I’enzima SSIV possa essere responsabile del controllo della sintesi del corretto numero di
granuli nel cloroplasto. SSIV potrebbe essere coinvolto nel priming o innesco della sintesi della
struttura semicristallina. In frumento ¢ stato isolato e caratterizzato il gene codificante per 1’enzima
SSIV localizzato sul braccio lungo dei cromosomi omeologhi del gruppo 1 (Leterier ef al., 2008). La

presenza dei geni codificanti per le classi di enzimi SSIV e SSIII sul cromosoma 1, a differenza delle
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SSII e GBSSI localizzati sul cromosoma 7, ha suggerito che i due gruppi di SS potrebbero aver seguito
un percorso evolutivo differente. Tale ipotesi ¢ stata avvalorata dallo studio delle sequenze

amminoacidiche e, in particolare, delle regioni conservate, dei due gruppi di SS.

1.8.5.5 Gli enzimi di ramificazione di classe I (BEI)

Gli enzimi di ramificazione dell’amido (SBE, Starch Branching Enzymes) sono trans-glicosilasi che
catalizzano la formazione dei punti di ramificazione attraverso la formazione di legami a-1,6. Il
meccanismo di azione di tali enzimi consiste di due fasi: la scissione di un legame a-1,4 in un
polimero glucanico lineare; il trasferimento del frammento glucanico e la formazione di un legame
glicosidico con il gruppo ossidrilico di un C6 di una nuova catena di glucosio. In base alla sequenza
amminoacidica N-terminale ed alle proprieta immunologiche, gli enzimi di ramificazione BE sono
stati divisi in due classi, SBEI ¢ SBEII (Burton et al., 1995). Nelle monocotiledoni la classe SBEII
include due geni, chiamati rispettivamente SBEIla ¢ SBEIIb. In frumento i loci omeologhi dei geni
SBEI sono localizzati all’estremita distale dei cromosomi 7A, 7B e 7D. In Aegilops tauschii sono
presenti un gene espresso e diverse copie di pseudogeni (Rahman et al., 1999; Suzuki et al., 2003). In
frumento le proteine codificate dai geni BEI possono essere separate mediante elettroforesi non-
denaturante e ¢’¢ una considerevole eterogeneita tra i frumenti nella mobilita elettroforetica. (Morell et
al.,1997; Regina et al., 2004). In Chinese Spring, varieta di frumento di riferimento, sono presenti due
prodotti del genoma D ed un proteina per ciascuno dei genomi A ¢ B (Morell et al., 1997). 1 trascritti
dei geni BEI sono soggetti a meccanismi di splicing alternativo del mRNA (Baga et al., 1999). E stato
ipotizzato che i due prodotti del genoma D possano essere il risultato di un meccanismo di splicing
alternativo. Peng et al. (2000) hanno descritto gli enzimi di ramificazione di tipo SBEIc caratterizzati
da un alto peso molecolare e preferenzialmente legati ai granuli di tipo A, chiamati Sgp-140 e-145
(Peng et al., 2000; Baga et al., 2000). I mutanti BEI sono stati isolati in numerose specie, incluse mais
(Blauth et al., 2002), riso (Satoh et al., 2003) e patata (Jobling et al., 1999). A questi mutanti non ¢
stato perd associato alcun fenotipo particolare dell’amido di riserva; solo in un mutante di riso sono
stati riportati cambiamenti nella distribuzione delle catene di amilopectina (Satoh et al., 2003). In
frumento ¢ stata generata, attraverso 1’incrocio con gli alleli nulli dei tre genomi, una linea con un
ridotto livello di BEI (inferiore all’1%); anche in questo caso non ¢ stato riscontrato nessun
cambiamento nella struttura o nella funzionalita dell’amido della linea triplo nulli SBEI (Regina et al.,
2004). I dati disponibili ad oggi suggeriscono che gli effetti di una sottoregolazione di questa classe di
enzima possono essere osservati solo in piante caratterizzati dalla mancanza di almeno una delle due

isoforme SBEII (Yao ef al., 2004).
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1.8.5.5 Gli enzimi di ramificazione di classe 1l (BEIla e BEIIb)

Il ruolo dei geni SBEIlla e SBEIIb ¢ stato ampiamente studiato nei cereali. In mais il mutante ae
(amylose extender), caratterizzato da una lesione nel gene SBEIIb, presenta un fenotipo con un elevato
contenuto di amilosio (>50%) (Stinard et al., 1993); una mutazione deleteria a carico del gene SBEIla
produce un fenotipo con contenuto elevato di amilosio in foglia ma non nell’endosperma (Blauth et
al., 2001). In riso I’elevato contenuto di amilosio (30-35%) riscontrato in alcuni mutanti ¢ stato
associato a mutazioni presenti negli omoeologhi dei geni SBEIIb (Mizuno et al., 1993; Nishi et al.,
2001). In frumento i geni BEIlla ¢ BEIIb sono localizzati sul braccio corto dei cromosomi omeologhi
del gruppo 2 (Nair et al., 1997; Rahman et al., 2001; Regina et al., 2005). E stata caratterizzata la
sequenza genomica dei due geni BEIlla ¢ BEIID isolati da Ae. tauschii, progenitore del genoma D del
frumento tenero. Questa localizzazione non ¢ risultata completamente sintenica con altre specie di
cereali. In riso il gene SBEIla si trova sul cromosoma 4 (sintenico al cromosoma 2 di frumento) ed il
gene SBEIIb sul 2 (sintenico al cromosoma 6 di frumento); in mais i due geni sono localizzati,
rispettivamente, sul cromosoma 8 e 5. Concludendo il gene SBEIla di frumento ¢ localizzato in una
posizione sintenica, mentre I’SBEIIb non ¢ sintenico rispetto agli altri cereali (Regina et al., 2005). In
frumento il profilo di espressione dei due geni SBEIla e SBEIID ¢ risultato differente rispetto agli altri
cereali. In mais (Gao et al., 1997) e riso (Yamanouchi e Nakamura, 1992) il gene SBEIIb ¢ I’isoforma
predominante nell’endosperma, al contrario in frumento il gene SBEIla ¢ espresso a livelli 3-4 volte
superiori rispetto al SBEIIb. 11 ruolo svolto dai due enzimi nella biosintesi dell’amilopectina ¢ stato
determinato, inizialmente, attraverso la tecnologia dell’RNA inferference (RNAi) (Regina et al,
2006). Non sono stati individuati mutanti naturali o indotti per nessuna delle due isoforme in
frumento. Diversamente da quanto osservato nell’endosperma di altri cereali, la soppressione del gene
BEIIb non ha effetti significativi sul contenuto di amilosio e sulla morfologia dei granuli. Al contrario,
la soppressione del gene SBEIla risulta in un fenotipo caratterizzato da un drastico aumento del
contenuto di amilosio (>70%). Regina et al. (2006) hanno osservato che in tutte le piante transgeniche
ottenute con la tecnologia dell’RNA interference il silenziamento del gene SBEIla provoca, anche, la
perdita di espressione del gene SBEIIb. Le analisi dei messaggeri hanno mostrato che 'mRNA dei
geni SBEIIa era fortemente ridotto, mentre 1’espressione del gene SBEIIb non variava, indicando che
la soppressione dell’attivita di SBEIIb possa essere dovuto ad un meccanismo di regolazione post-
trascrizionale (Regina et al., 2006). I geni BEIlla ¢ BEIIb hanno quindi funzioni sovrapposte nella
biosintesi dell’amido e differiscono per I’espressione differenziale nelle diverse specie di cereali.
Questa tesi ¢ stata recentemente confermata dal Sestili ez al. (2010, submitted) che hanno riscontrato la
presenza del trascritto del gene SBEIID in linee di frumento duro trasformate con un costrutto RNAi

per il silenziamento del gene SBEI/la.
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1.8.5.6 Gli enzimi di deramificazione

Nelle piante esistono due famiglie di DBE, le isoamilasi e le pullulanasi. Entrambi idrolizzano i
legami a-1,6 ma differiscono nella specificita per il substrato. 1l tipo isoamilasi idrolizza il legame a-
1,6 dell’amilopectina denaturata, del glicogeno e dei derivati amilolitici (destrine), mentre il tipo
pullulanasi attacca le ramificazioni del polimero costituito da unita ripetute di maltotriosi unite
mediante legami o-1,6 e delle destrine. La scoperta del coinvolgimento delle isoamilasi nella sintesi
dell’amido ¢ avvenuta grazie all’identificazione del mutante sugary-1 di mais, ottenuto mediante un
approccio di Transposon Tagging (James et al, 1995). Nel mutante sugary-I la sintesi
dell’amilopectina ¢ sostanzialmente sostituita da un polimero non cristallino altamente ramificato,
noto come fitoglicogeno. L’importanza del ruolo delle isoamilasi nella sintesi di amido ¢ stata in
seguito confermata in un ampia varieta di specie, tra cui Chlamydomonas (Mouille et al., 1996), riso
(Kubo et al., 1999; Fujita et al., 2003), Arabidopsis (Zeeman et al., 1998) ed orzo (Burton et al.,
2002a). La disponibilita dell’intera sequenza del genoma di Arabidopsis ha permesso I’identificazione
di tre geni di tipo isoamilasi ed uno di tipo pullulanasi, AtISA1, AtISA2, AtISA3 e AtPUI (Delatte et
al., 2005; Wattebled et al., 2005). La mancanza delle proteine AtISA1 o AtISA2 o di entrambi ¢ stata
associata ad un fenotipo con basso contenuto di amido e accumuli elevati di fitoglicogeno (Delatte et
al., 2005). 1I silenziamento di isoamilasi in patata, ottenuto con la tecnica del’RNA antisenso, ha
fornito dati utili alla comprensione del ruolo di questi enzimi. L’effetto principale riscontrato ¢ stato
I’accumulo di grandi quantita di granuli piccoli negli amiloplasti rispetto ai tuberi normali: ¢ stato,
quindi, ipotizzato che I’isoamilasi ¢ necessaria per convertire la “preamilopectina” in un polimero in
grado di cristallizzare sul granulo di amido nascente (Bustos et al, 2004). Particolarmente
interessante, in quanto membro delle Triticeae (come il frumento), ¢ il lavoro in orzo (Burton et al.,
2002) in cui sono stati individuati mutanti naturali sugary-1 (su-1) caratterizzati dalla contemporanea
presenza dell’amido cristallino e di un polimero ad elevato grado di ramificazione detto fitoglicogeno,
gia identificato in mais e patata; inoltre ¢ stato verificato un incremento nel numero dei granuli,
irregolari nella forma e con dimensioni intermedie rispetto ai granuli A/B tipici delle Triticeae.
L’ipotesi di Burton ¢ che 1’assenza di isoamilasi determini una maggiore concentrazione di glucani in
grado di cristallizzare e quindi di formare i granuli. La presenza delle isoamilasi limiterebbe il numero
di eventi di nucleazione e quindi, in un secondo momento, inibirebbe la sintesi di fitoglicogeno.
L’introduzione nel mutante di riso sugary-1 di un gene che codifica per un’isoamilasi di frumento ha
generato il ripristino della sintesi dell’amido: i livelli di fitoglicogeno residui sono risultati
inversamente proporzionali al livello di espressione della proteina eterologa introdotta; I’amido delle
linee transgeniche, osservato al microscopio elettronico a scansione (SEM), mostra un incremento dei
granuli piccoli con forma irregolare e granuli grandi con contorno meno distinguibile rispetto al

mutante sugary-1 (Kubo et al., 2005; Bustos et al., 2004). In frumento i geni che codificano per
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isoamilasi sono stati isolati e caratterizzati (Genschel et al., 2002; Rahman et al., 2003), ma non sono
stati identificati mutanti in questi geni. E stata dimostrata I’espressione nell’endosperma di una
seconda categoria di enzimi di deramificazione: le pullulanasi o destrinasi limite (LD). Stahl et al.,
(2004) hanno dimostrato che, in orzo, un aumento dell’attivita di LD, ottenuta attraverso il
silenziamento genico dell’inibitore specifico LDI, ha provocato profondi cambiamenti nella
distribuzione dei granuli (Fig. 1.12). L’osservazione che il periodo di espressione dei geni LD e LDI
coincide con il periodo di formazione dei granuli B supporta 1’ipotesi del coinvolgimento di questa
classe di enzimi nella seconda ondata di formazione dei granuli. Le attuali conoscenze disponibili sul

ruolo degli enzimi di deramificazione nella sintesi dell’amido li rendono interessanti nella prospettiva

di modificare le dimensioni dei granuli di amido o il rapporto tra granuli A/B nelle Triticeae.

Figura 1.12. Immagine SEM dei granuli di amido nelle linee transgeniche di orzo in cui ¢ stato

silenziato il gene per LDI. a) e c¢) wild type; b) e d) linee transgeniche (da Stahl ez al., 2004).
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1.8.6 Il ruolo di altri geni nella sintesi dell’'amido

Dall’osservazione di altri sistemi numerose altre classi di geni sembrano essere coinvolte nella sintesi
dell’amido. Per esempio, in Chlamydomonas reinhardtii I’eliminazione dell’espressione del D-enzima
(disproportionating-enzyme) causa una forte riduzione della sintesi di amido (Colleoni et al., 1999a,b);
mentre 1’alterazione dell’attivita di questo enzima nelle foglie di Arabidopsis non ha nessun impatto
sulla sintesi dell’amido (Critchley et al., 2001). In frumento il ruolo di questi enzimi deve essere
ancora essere ben definito (Bresolin et al., 2005). Un altro enzima con potenziale ruolo nella sintesi e
degradazione dell’amido ¢ un’amido fosforilasi. In frumento sono state identificate almeno 3
fosforilasi probabilmente implicate nella sintesi dell’amido, due forme citosoliche ed una plastidiale
(Schupp e Ziegler, 2004). Le forme citosoliche sono espresse durante la germinazione del seme, cio ha
lasciato ipotizzare un loro ruolo nella degradazione dell’amido. L’altra forma & espressa
nell’endosperma ma non ¢ stato ancora definito se ha un ruolo nella sintesi o nella degradazione
dell’amido. Le proteine appartenenti alla famiglia GWD (Glucan Water Dikinase), meglio conosciute
come R1, hanno, sicuramente, un ruolo nella fosforilazione dell’amido in patata sia in foglia che nel
tubero e sembrano far parte del sistema di degradazione dell’amido (Ritte et al., 2002; Mikkelsen et
al., 2004).

1.8.7 L’espressione dei geni coinvolti nella sintesi dell’amido

In frumento i trascritti dell’AGPasi citosolica sono piu abbondanti nella prima fase di sviluppo
dell’endosperma e subiscono una brusca riduzione nelle fasi successive; al contrario 1’espressione
dell’ AGPasi plastidiale risulta costante durante lo sviluppo. In riso I’ AGPasi plastidiale rappresenta il
trascritto maggiore nella fase iniziale e la forma citoplasmatica risulta meno espressa in tutto il periodo
di maturazione della cariosside. Il riso ¢ caratterizzato da una distribuzione unimodale dei granuli che
si presentano irregolari nella forma e composti; essi, a differenza di quanto accade in frumento,
vengono sintetizzati in una singola ondata. Queste osservazioni supportano 1’ipotesi del
coinvolgimento delle AGPasi di frumento nel controllo delle tempistiche di sintesi e del numero di
granuli di amido. E stato osservato che il trascritto pitt abbondante ¢ GBSSI; come in riso (Ohdan et
al., 2005) SBEI risulta pitl espresso e per un tempo maggiore rispetto a SBEIIb. L’analisi dei trascritti
delle altre classi di enzima ¢ risultato coerente con la successione degli eventi nella via biosintetica

dell’amido (Shewry et al., 2009).
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1.8.8 Regolazione della biosintesi dell’'amido

La biosintesi dell’amido negli organismi vegetali ¢ regolata a diversi livelli attraverso una serie di

meccanismi. A livello genico attraverso:

e La duplicazione dei geni codificanti per gli enzimi di biosintesi dell’amido;

Controllo trascrizionale dell’espressione genica. Un esempio ¢ costituito dal meccanismo di

inibizione mediato da LDI nelle pullulanasi.

A livello enzimatico:

Reazioni redox come nel caso delle AGPasi.

Regolazione allosterica. Un esempio € rappresentato dalla AGPasi. Fosforilazione. Tetlow
e colleghi (2004) hanno dimostrato che numerose proteine estratte dagli amiloplasti
dell’endosperma di frumento vengono fosforilate. Tra queste proteine troviamo BEI,
BElla, BEIIb e fosforilasi plastidiali; la defosforilazione di questi enzimi provoca una

diminuzione nell’attivita enzimatica (Tetlow et al., 2004)

Formazione di complessi. Attraverso esperimenti di immunoprecipitazione ¢ stato
dimostrato che all’interno dei granuli di amido di frumento si formano dei complessi
enzimatici tra gli enzimi coinvolti nella biosintesi, come quello tra BEI, BEIIb e le amido
fosforilasi (Tetlow et al., 2004). Anche le isoamilasi ¢ le AGPasi esistono come proteine
eteromultimeriche, suggerendo che I’interazione proteina-proteina svolge un ruolo

importante per 1’attivita enzimatica degli enzimi coinvolti nella sintesi dell’amido.

1.9 La funzionalita dell’amido

1.9.1 Rapid Visco Analyzer

Il Rapid Visco Analyser ¢ uno strumento che ¢ in grado di monitorare i cambiamenti di viscosita

dell’amido o di uno sfarinato di cereali, immersi in una soluzione acquosa ed in agitazione meccanica

costante, al variare della temperatura. I cambiamenti di viscosita, prodotti dal riscaldamento

dell’amido in acqua, forniscono una curva caratteristica quando vengono analizzati mediante ’'RVA

che dipende, principalmente, dalle caratteristiche chimico-fisiche dell’amido analizzato. In figura 1.13

¢ riportata una breve descrizione dei parametri misurati in una analisi RVA.
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Figura 1.13. Profilo RVA e descrizione dei parametri relativi. Lo strumento RVA permette lo studio
dei processi di gelatinizzazione e retrogradazione dell’amido descritti nei paragrafi seguenti attraverso
misure di viscosita. Il Peak Viscosity (PV) rappresenta una misura della capacita di assorbimento di
acqua dei granuli di amido; il Setback e la Final Viscosity (FV) forniscono una misura del livello di

retrogradazione dell’amido.

1.9.2 I processi fisici

1.9.2.1 Gelatinizzazione: la perdita della struttura granulare

I1 processo di gelatinizzazione si verifica quando 1’amido viene riscaldato in presenza di una quantita
adeguata di acqua. I granuli assorbono acqua e si rigonfiano (swelling) e 1’organizzazione cristallina
risulta irreversibilmente distrutta. Secondo la teoria di Jenkinson e Donald (1998), I’acqua penetra

dapprima nelle regioni amorfe che si rigonfiano. Le molecole di amilopectina localizzate all’estremita
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delle lamellae sono connesse attraverso interazioni intermolecolari alla regione amorfa; di
conseguenza il rigonfiamento della regione amorfa sottopone i cristalli di amilopectina ad uno stress
che, in ultimo, causa la dissociazione delle strutture a doppia elica e il dissesto dell’integrita del
granulo. Questa ipotesi trova conferma nell’osservazione che non si registra alcun cambiamento nella
regione cristallina dei clusters durante le prime fasi di rigonfiamento del granulo. Analisi ottiche
hanno confermato che in questa prima fase non si assiste all’espansione radiale delle lamellae
(Leszczynski, 1987). Come ipotizzato da Donovan, (1979) la gelatinizzazione ¢ essenzialmente un
processo swelling driven. Durante la fase di riscaldamento i granuli di amido assorbono una quantita di
acqua fino a 30 volte del loro peso secco. I polimeri di amilosio fuoriescono (leaching) dalla struttura
granulare ormai compromessa ¢ la viscosita della soluzione-“starch paste”-raggiunge il massimo
livello, corrispondente alla situazione del piu alto numero di granuli rigonfiati e ancora intatti (Peak
Viscosity). Successivamente si verifica un abbassamento graduale della viscosita dovuto all’evento di
rottura dei granuli e dispersione delle molecole di amido nella soluzione. La velocita e 1’estensione dei
processi di rigonfiamento e rottura dei granuli sono dipendenti dalla tipologia e dalla quantita di amido
presente, dal gradiente di temperatura e dall’energia meccanica applicati e, infine, dalla presenza di
altre componenti quali lipidi, proteine e fibre (Debet e Gidley, 2006). Diverse tipologie di amido

presentano differenti temperature di gelatinizzazione, generalmente comprese tra 60-80 °C.

1.9.2.2 Retrogradazione

Durante il raffreddamento della “pasta” di amido si verifica un aumento della viscosita dovuto alla
formazione di un gel, la cui struttura ¢ determinata dalle interazioni intermolecolari che coinvolgono
amilosio e amilopectina. Negli amidi di frumento non modificati i polimeri glucanici formano un
network che risulta in un gel compatto. Il gel di amido retrograda velocemente e si verifica la
formazione di una struttura cristallina (B cristalliti), attraverso 1’associazione che interviene tra le
regioni lineari (a, 1-4 linked) presenti nei polimeri glucanici in strutture a doppia elica (Gidley, 1989).
La retrogradazione ¢ un processo continuo che copre un intervallo di tempo pit 0 meno esteso. Le
molecole di amilosio retrogradano in un arco di tempo che va da pochi minuti a qualche ora;
I’amilopectina impiega un tempo piu lungo, dell’ordine di giorni, a seconda della difficolta incontrata
dalle catene ramificate ad associarsi tra loro. La riassociazione delle molecole di amido gelatinizzato ¢
responsabile della consistenza dei prodotti alimentari che puo risultare collosa, gommosa o viscosa.
L’amilosio presente in soluzione, inoltre, interagisce con gli altri componenti presenti nella matrice
alimentare. In condizioni di cottura estreme, anche I’amilopectina risulta molto piu dispersa; in questa

situazione il prodotto alimentare ha una consistenza molto viscosa e collosa. In conseguenza delle
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differenze nel peso molecolare e nella lunghezza delle catene glucaniche le velocita di retrogradazione

dell’amilosio e dell’amilopectina risultano molto diverse.

1.9.2.3 Retrogradazione dell’amilopectina

La lunghezza delle strutture a doppia elica, sia nel granulo che nell’amido retrogradato, ¢ limitata dalle
dimensioni delle catene esterne dell’amilopectina. La capacita di retrogradare dell’amilopectina risulta
strettamente correlata alla lunghezza media delle sue catene esterne (Ring et al., 1987). La temperatura
di dissociazione delle doppie eliche ¢ circa 70°C. I gel di amilopectina sono soffici e meno cristallini.
L’amilopectina forma una “pasta” non compatta a causa del minor numero di legami H
intramolecolari. A concentrazioni del 2% in acqua ’amilopectina forma soluzioni limpide e non
viscose. L’amilopectina ha una solubilita in acqua piu elevata ed ¢ in grado di formare gel solo a
concentrazioni maggiori del 10% e a basse temperature (Ring et al., 1987). La torbidita della “pasta”
raggiunge il valore limite dopo 5 giorni di conservazione a basse temperature ma le misure di elasticita
rivelano solo un leggero aumento. Paravouri et al. (1997) hanno studiato 1’effetto dell’amilopectina a
diverso peso molecolare sull’elasticita della “pasta” di amido concludendo che la presenza di

amilopectina ad alto peso molecolare favorisce I’aumento dell’elasticita.

1.9.2.4 Gelificazione dell’amilosio

L’amilosio ¢ in grado di formare un’ampia rete di legami idrogeno con le molecole di acqua e legami
H intramolecolari (Biello-Perez e Paredes-Lopez 1994). La retrogradazione dell’amilosio ¢ stata
monitorata attraverso misurazioni torbidimetriche e reologiche. Lo sviluppo dei gel di amilosio si
verifica, in un arco di tempo dell’ordine dei minuti, attraverso due tipi di meccanismi: la formazione
delle strutture a doppia elica (retrogradazione) o attraverso un processo che prevede, dapprima, una
separazione di fase dell’amilosio amorfo e quindi la retrogradazione all’interno di queste regioni ad
alta concentrazione di amilosio (Miles et al., 1985; Leloup et al., 1991). La formazione delle strutture
cristalline (i cristalliti di tipo B) richiede un intervallo di tempo di qualche ora. Sia ’aumento delle
dimensioni delle molecole di amilosio che della sua concentrazione hanno un effetto destabilizzante
sulla stabilita dell’amido in soluzione (Gidley e Bulpin, 1989). La destabilizzazione dell’amilosio in
soluzione porta alla retrogradazione attraverso la formazione del gel o la precipitazione, o entrambi
processi. La formazione del gel dipende dalla capacita delle singole molecole di interagire in regioni a
doppia elica che legano le molecole tra loro in una struttura con rete tridimensionale e dalla successiva
abilita delle strutture a doppia elica di orientarsi e aggregarsi tra loro (Gidley e Bulpin, 1989; Leloup et

al., 1991). Esperimenti condotti su amilosio sintetico hanno mostrato la capacita di molecole con
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DP>100 di formare la struttura tridimensionale. Per molecole con DP>250 la precipitazione
dell’amilosio risulta favorita rispetto alla formazione del gel (gelificazione); per molecole con DP>
1100 la gelificazione ¢ favorita sulla precipitazione e per valori compresi tra DP 440 e 660 i due
processi coesistono in percentuali simili. Concentrazioni elevate di amilosio aumentano le probabilita
delle interazioni catena-catena determinando una maggiore velocita della gelificazione. I gel di
amilosio preparati in acqua sono stati descritti come un sistema a due fasi, una fase arricchita in acqua
e un fase costituita da un fascio di catene di amilosio. L’amilosio ¢ il maggiore responsabile del
fenomeno di sineresi, perdita di acqua, a causa della tendenza delle molecole ad aggregarsi tra loro
rilasciando acqua (Fig. 1.14). Questo fenomeno comporta impatti importanti nell’industria alimentare
sulla conservabilita di alcuni prodotti. La dissociazione delle strutture cristalline dell’ amilosio

retrogradato avviene tra 120 e 160°C.

H “H H’

Figura 1.14. Sineresi del gel di amido.

1.9.3 Interazioni Amilosio-amilopectina

Gli amidi normali, sottoposti a cottura, sono considerati un sistema a fasi separate di granuli rigonfiati
che consistono in amilopectina intrappolata in una matrice gelatinosa di amilosio fuoriuscito (Keetels
et al., 1996). In questo sistema i due polimeri glucanici assumono comportamenti relativamente
indipendenti 1’uno dall’altro: 1’amilosio, a temperature superiori a 100°C, forma una rete gelatinosa-
thermally irreversibile-seguito da un aumento del modulo elastico-thermally reversibile-attribuito ad
un aumento della rigidita dovuto alla retrogradazione dell’amilopectina. Studi effettuati su miscele di
amilosio e amilopectina hanno mostrato che, al di sopra di percentuali del 40% di amilosio, i gel
sviluppano un comportamento simile a gel di puro amilosio in termini di velocita di sviluppo della
torbidita, del modulo elastico, e dalla suscettibilita a idrolisi enzimatica (Doublier e Llamas, 1993).
Altri autori hanno suggerito che nell’amido nativo la situazione risulta differente. Diversi studi
supportano [’intervento delle catene esterne dell’amilopectina nel processo di gelificazione
dell’amilosio. Analisi di calorimetria a scansione differenziale (DSC) hanno evidenziato che a

temperature al di sotto di 140°C I’amilosio retrograda indipendentemente; a temperature superiori a
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160°C I’amilopectina partecipa alla formazione delle strutture a doppia elica e il modulo elastico del
gel aumenta all’aumentare delle dimensioni delle catene esterne dell’amilopectina (Boltz e
Thomposon, 1999). Negli amidi di frumento I’amilopectina contribuisce, positivamente, alla capacita
di assorbimento di acqua, al rigonfiamento e alla viscosita dell’amido (Tester e Morrison, 1990).
L’amilosio contribuisce alla forza e alla compattezza del gel riducendo la collosita (Blazek e

Copeland, 2008).

1.9.4 I complessi amilosio-lipidi

I complessi tra amilosio e lipidi, come i lisofosfolipidi presenti in frumento, influenzano le proprieta e
la funzionalita dell’amido sia a livello tecnologico che nutrizionale. La formazione di tali complessi
riduce la solubilita dell’amido in acqua, altera le proprieta tecnologiche della “pasta” di amido,
diminuisce la capacita di assorbimento e la rigidita della struttura gelatinosa, ritarda la retrogradazione
e riduce la suscettibilita enzimatica (Biliaderis e Seneviratne, 1990; Crowe et al., 2000; Guraya et al.,
1997; Holm et al., 1983). L’interno delle doppie eliche di amilosio ¢ un ambiente idrofobico dove si
concentrano i gruppi metile e gli ossigeni glucosidici; questa cavita idrofobica ¢ in grado di ospitare
una varieta di composti quali KOH, DMSO, ioni lodio, lipidi, alcol con struttura lineare. Nei cereali
una percentuale di amilosio tra il 15% e il 55% del totale si trova in forma complessata con i lipidi
endogeni (Morrison, 1988; 1995). Analisi RVA hanno evidenziato che la presenza di tali complessi
determina un aumento della FV e del set back e una diminuzione del PV. La lunghezza delle catene
lipidiche rappresenta un parametro fondamentale nel determinare la struttura dei complessi. Acidi
grassi di dimensioni maggiori favoriscono la formazione di una struttura cristallina definita Form Ila
con cristalli di tipo V. Sia la forma amorfa (Form I) che quella cristallina possono essere presenti nei

prodotti alimentari a seconda del tipo di processamento subito.

1.9.5 La digestione enzimatica dell’amido

Modulare la digeribilita degli amidi rappresenta un obiettivo importante per 1’industria alimentare. La
depolimerizzazione dell’amido nell’intestino tenue ¢ svolta dalle a-amilasi, che tagliano i legami a-1,4
e dalle amiloglucosidasi e le isoamilasi che tagliano i1 legami glucosidici a-1,6. Dopo il processo di
cottura del cibo, la suscettibilitd dell’amido all’attacco enzimatico ¢ fortemente determinato dai
prodotti della gelatinizzazione e, soprattutto, della retrogradazione. In frumento 1’attacco enzimatico
delle a-amilasi provoca la formazione di buchi nella struttura di amido. Inizialmente viene attaccata la
superficie e si formano piccoli buchi che, con il progredire della reazione, danno vita a dei canali

diretti verso il centro del granulo (Gallant, 1973). I fattori che influenzano la suscettibilita all’attacco
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enzimatico sono la cristallinita, la dimensione dei granuli e ’area superficiale disponibile, il rapporto
amilosio/amilopectina e il grado di danneggiamento dell’amido (Kong et al., 2003; Planchot et al.,
1997; Ring et al., 1988). Cristalliti di tipo A (amido nativo) sono piu resistenti di quelli di tipo B
(amido retrogradato). L’amido nello stato nativo o retrogradato ¢ molto piu resistente dell’amido
gelatinizzato. Amidi waxy (costituiti da amilopectina) vengono digeriti molto piu velocemente rispetto
ad amidi con percentuali significative di amilosio (Fig. 1.15). La struttura cristallina di tipo V

associata ai complessi amilosio-lipidi contribuisce alla resistenza dell’amido all’attacco enzimatico.
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Figura 1.15. Granuli parzialmente digeriti di amido waxy (sinistra) e di amido high amylose (destra),

dopo due ore di digestione con alfa-amilasi pancreatica. (da Blazek et al., 2009).

1.9.6 Relazione struttura-funzione nei granuli di tipo A e di tipo B

Salman et al. (2009) hanno recentemente pubblicato uno studio che analizza le differenze delle
caratteristiche funzionali tra frazioni di amido di frumento arricchite rispettivamente in granuli di tipo
A e in granuli di tipo B. Gli autori hanno riscontrato differenze nella struttura dell’amilopectina, nella
capacita di rigonfiamento e suscettibilita all’idrolisi enzimatica. E stata rilevata la presenza di una
percentuale piu alta di catene esterne corte (DP 6-12) nei granuli di tipo B rispetto ai granuli
ellissoidali; nei granuli di tipo A prevalgono le catene con DP 25-36 e >36 (Ao e Jane, 2007). Tali
differenze nella struttura hanno trovato riscontro nelle differenze delle caratteristiche funzionali delle
due frazioni. I granuli di tipo B hanno un maggiore capacita di assorbimento di acqua (swelling power)
in ragione della maggiore area superficiale relativa (A/V) e della maggiore percentuale di catene

esterne corte. Analisi di digestione enzimatica hanno evidenziato, nella prima ora, una forte
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correlazione positiva tra la velocita di degradazione e la proporzione delle catene corte
nell’amilopectina; nella prima mezz’ora c’era una forte correlazione negativa tra la digeribilita e la
proporzione di catene lunghe. Nelle prime fasi della digestione la velocita di idrolisi ¢ risultata
influenzata dalle caratteristiche della superficie dei granuli; in questa fase i granuli di tipo B risultano
maggiormente idrolizzati per via enzimatica rispetto ai granuli di tipo ellissoidale. Dopo quattro ore il
volume e la struttura interna dei granuli risultano i fattori determinanti e i granuli di tipo A vengono

digeriti maggiormente rispetto a i granuli di tipo B.

1.9.7 1l contenuto di amilosio e le proprieta di pasting

In amidi caratterizzati da livelli bassi o medi di amilosio, le molecole di amilopectina rappresentano un
fattore di disturbo nella formazione del network gelatinoso. All’aumentare delle percentuali di
amilosio la viscosita finale FV del gel aumenta a causa della disponibilita di un maggior numero di
molecole di amilosio in grado di partecipare alla formazione del network. A percentuali di amilosio
del 40% la rete di interazioni tra le molecole si infittisce provocando la formazione di una struttura piu
compatta che determina un abbassamento della viscosita del gel FV (Blazek ¢ Copeland, 2008). Le
analisi RVA effettuate su amidi di frumento a diverso contenuto di amilosio hanno mostrato in diversi
lavori (Yamamori et al., 2006; Lafiandra et al., 2010; Sestili et al., 2010) che i parametri di pasting
variano in dipendenza della % di amilosio. Amidi waxy (amylose free) mostrano valori di PV piu
elevati e FV piu bassi degli amidi normali (25% amilosio). Amidi ad alto contenuto di amilosio hanno
valori di PV piu bassi dell’amido normale e valori di FV piu bassi dei waxy. Il PV diminuisce
all’aumentare della percentuale di amilosio; FV aumenta all’aumentare del contenuto di amilosio fino

a valori di amilosio/amilopectina 1:3, per valori maggiori di amilosio diminuisce.

1.10 L’amido nei prodotti derivati da farine e semole di frumento.

Per lungo tempo il ruolo dell’amido nella qualita dei prodotti derivati da frumento ¢ stato oscurato
dalla peculiarita delle caratteristiche della frazione proteica dell’endosperma, il glutine. Nell’ultimo
ventennio fattori quali, I’acquisizione di nuove conoscenze sull’influenza dell’amido sulla qualita, il
riconoscimento dell’importanza della digeribilita dell’amido in termini nutrizionali e la disponibilita di
nuovi strumenti genetici per generare e analizzare amidi “nuovi”, hanno determinato una netta
accelerazione dell’attivita di studio e miglioramento della frazione maggiore, in termini quantitativi, di
farine e semole. La conoscenza della via biosintetica e della composizione chimico-fisica dell’amido ¢
alla base dello sviluppo di svariati amidi con caratteristiche e funzionalita innovative e inedite. La

ricerca in campo di miglioramento dell’amido ¢ attualmente agli inizi della sua attivita. Sebbene il
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ruolo giocato da alcuni fattori sia stato sufficientemente analizzato, sono ancora numerose le
potenzialita da studiare e sviluppare nell’ambito della produzione di amidi con nuove caratteristiche
chimico—fisiche. Gli sforzi maggiori sono stati compiuti nella manipolazione del rapporto amilosio-
amilopectina (1:3 negli amidi normali) con la produzione di amidi caratterizzati da percentuali di
amilosio compresi in un intervallo da 0 fino al 70% dell’amido totale. Gli approcci utilizzati sono di
vario tipo: dalla genetica diretta e inversa, con la ricerca di mutanti naturali o indotti, alle nuove
biotecnologie con la produzione di piante trasformate. Notevoli risultati sono stati raggiunti nella
modulazione della distribuzione dei granuli; i meccanismi che determinano la formazione delle due
ondate di granuli non sono stati pienamente definiti ¢ maggiore ¢ il lavoro che deve essere compiuto in
questa direzione. E chiaro che la struttura fine dell’amilopectina ¢ determinante per la funzionalita
degli amidi; tuttavia non sono stati ad oggi prodotti amidi con modifiche apprezzabili dal punto di

vista applicativo.

1.10.1 Produzione e interesse degli amidi a basso contenuto di amilosio

Gli amidi waxy o parzialmente waxy, caratterizzati da bassi contenuti di amilosio, hanno
caratteristiche funzionali utili che ne hanno incoraggiato lo sviluppo commerciale. Il primo frumento
tenero completamente waxy ¢ stato prodotto in Giappone da Nakamura er al. (1995) attraverso
incrocio tradizionale tra il mutante naturale Wx-DI nullo Bai-Huo e il doppio nulli Wx-A1/ Wx-Bl
Kanto 107. La linea priva dei tre isoenzimi waxy ¢ caratterizzata dalla completa assenza di amilosio.
Successivamente amidi waxy sono stati prodotti con diversi approcci di genetica classica ¢ genetica
inversa basati sulla mutagenesi chimica (Yasui et al., 1997; Slade et al., 2005). Recentemente ¢ stata
riportata la produzione del genotipo waxy nella cultivar di frumento duro Svevo da Lafiandra et al.
(2010). L’analisi RVA ha mostrato che le farine waxy hanno valori piu elevati di PV e una maggiore
resistenza alla retrogradazione se paragonati alle farine normali. L’elevata capacita di assorbimento di
acqua e la incapacita di retrogradare delle farine waxy rappresentano caratteristiche utili per migliorare
la conservabilita di alcune tipologie di prodotti. La retrogradazione dell’amido ¢ considerata la
principale causa dell’invecchiamento o raffermamento del pane (Hung-Iten, 1999). Morita et al.
(2002) hanno analizzato I’effetto dell’incorporazione di farine waxy sulla caratteristiche qualitative e
di conservabilita del pane. Gli autori hanno riportato che la sostituzione del 40% di farine waxy risulta
in una maggiore capacita di ritenzione di acqua nella crosta e in una maggiore conservabilita del pane.
Inoltre pane prodotto con farine waxy ha mostrato caratteristiche nuove della crosta che ¢ risultata piu
soffice, viscosa e glutinosa, proprieta apprezzate dal mercato giapponese. Il volume del pane prodotto
da farine per il 40% waxy ¢ risultato aumentato rispetto al volume del pane prodotto con farina

normale. Linee di frumento waxy parziali sono risultate adatte alla produzione di "noodles" (spaghetti
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orientali prodotti col frumento tenero) di qualita superiore (Yamamori et al., 1992; Miura et al., 1994).
La stabilita degli amidi waxy, dovuta allo scarso grado di retrogradazione, sta recentemente suscitando
interesse per la possibilita di aumentare la conservabilita dei prodotti surgelati. La mancanza di
amilosio determina infatti un minore grado di sineresi nei prodotti surgelati (Reddy e Seib, 2000).
Vignaux et al. (2005) hanno utilizzato la semola dei genotipi waxy totali e parziali di frumento duro
per studiare 1’effetto degli alleli waxy sulla qualita della pasta. Gli spaghetti ottenuti dalla semola waxy
risultano essere piu collosi rispetto alla pasta prodotta dai frumenti duri tradizionali. Le proprieta
pastificatorie delle semole waxy parziali risultano essere simili a quelle dei frumenti duri normali,
indicando che la presenza di un singolo allele waxy ¢ sufficiente per produrre grano con proprieta
ottimali per la produzione di pasta. Le semole di frumento duro con bassi contenuti di amilosio
producono pasta con qualita inferiore rispetto ai frumenti duri normali a causa dell’effetto di
ammorbidimento, caratteristica che non coincide con le esigenze dei consumatori che preferiscono la

pasta cosiddetta “al dente” (Vignaux et al., 2005; Gianibelli et al., 2005).

1.10.2 Produzione e interesse degli amidi ad alto contenuto di amilosio

Amidi di frumento ad alto contenuto di amilosio (high amylose) sono stati prodotti intervenendo su
due classi di enzimi coinvolti nella sintesi dell’amilopectina: gli enzimi di ramificazione SBE e le
amido sintasi di tipo SS. Yamamori et al. (2000) sono stati i primi a riportare la produzione di una
linea di frumento tenero ad alto amilosio caratterizzata dall’assenza delle tre isoforme Sgp-1 (SSII).
Recentemente sono state sviluppate linee quasi isogeniche di frumento duro, cv.Svevo, caratterizzate
dall’assenza delle due isoforme Sgp-Al e Sgp-B1. L’analisi del set di nulli e parziali nulli Sgp/ ha
rilevato che la mancanza dell’isoenzima codificato dall’allele Sgp-BI ¢ correlata ad un maggiore
aumento dell’amilosio rispetto all’assenza dell’enzima Sgp-Al; nel genotipo Sgp-I totale nullo il
contenuto di amilosio ¢ del 43% dell’amido totale vs il 23% del genotipo normale (Lafiandra et al.,
2010). In frumento tenero (Yamamori et al., 2000) il contenuto di amilosio del genotipo triplo nullo
Sgp-1 ¢ risultato circa il 35% contro il 25% del genotipo normale. L’analisi delle proprieta di pasting
dei genotipi Sgp-/ nulli ha evidenziato, sia in frumento duro che in frumento tenero, un generale
appiattimento del profilo RVA, confermando la correlazione negativa tra la viscosita e il contenuto di
amilosio. L’assenza degli enzimi di classe SSII ¢ stata associata ad ulteriori modifiche dell’amido
quali, ’aumento della percentuale di catene corte dell’amilopectina, la deformazione dei granuli di
tipo A e un drastico decremento della resa di amido nella cariosside (20%). Regina et al. (2006) e
Sestili et al. (2010, submitted) hanno utilizzato un approccio biotecnologico allo scopo di silenziare,
rispettivamente in frumento tenero e in frumento duro, i geni codificanti per ’enzima SBEIla. In

entrambi 1 casi D’effetto piu rilevante ¢ stato un drastico aumento della percentuale di amilosio con
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valori fino al 70% dell’amido totale. La resa dell’amido in queste linee non ¢ risultata alterata rispetto
al genotipo wild type. Tale differenza rispetto alle linee Sgp-1 nulli, ¢ dovuta al diverso ruolo svolto
dalle due classi di enzimi, SSII e SBEII, nella sintesi dell’amilopectina. Lo studio delle caratteristiche
di pasting della linea silenziata di frumento duro ha confermato la correlazione negativa esistente tra il
contenuto di amilosio e i valori di viscosita degli sfarinati. Regina et al. (2006) hanno dimostrato
I’effetto salutistico del genotipo high amylose associato all’incremento della percentuale di “amido
resistente”. L’applicazione di maggiore interesse degli amidi high amylose ¢ associata all’aumento
della frazione di amido resistente (RS) dovuto all’inaccessibilita delle strutture inter-e intra-catena
formate dalle molecole di amilosio. Come gia discusso in precedenza, la resistenza alla digestione
degli amidi ricchi in amilosio ¢ stata associata a importanti benefici per la salute umana. L’interesse
per le applicazioni dell’amido resistente in campo alimentare ha due motivazioni principali: gli effetti
fisiologici associati al RS simili alle fibre alimentari; e le proprieta chimico-fisiche uniche dell’RS che
rendono possibile la produzione di prodotti di elevata qualitda non ottenibili con le tradizionali fibre
insolubili (Yue e Waring, 1998). L incorporazione di amidi high amylose in pane, prodotti da forno e
pasta migliora la consistenza (fexture) del prodotto e fornisce importanti benefici alla salute senza
compromettere o alterare le caratteristiche reologiche degli impasti. La produzione di pane o prodotti
da forno fortificati con fibre insolubili peggiora la qualita in termini di gusto, colore e volume.
L’elevata capacita di assorbimento di acqua delle fibre causa problemi come la collosita degli impasti
con impatti negativi sul processamento e la qualita finale del prodotto. La sostituzione delle crusca di
frumento con “amido resistente” di origine commerciale ha avuto un impatto positivo sulla qualita del
pane. L’aggiunta di RS con TDF 40% non altera la capacita di assorbimento di acqua della farina e di
conseguenza non altera le caratteristiche reologiche del pane (Waring, 2005). Inoltre il colore bianco e
le dimensione fini dei granuli di amido danno una crosta piu brillante e una migliore palatabilita
rispetto al pane prodotto con 1’aggiunta di fibre tradizionali. Studi di incorporazione di RS in prodotti
da forno quali ad esempio dolci, muffins e biscotti hanno mostrato, a fronte di valori significativi di
TDF (40%TDF RS), un netto miglioramento della consistenza soprattutto in termini di sofficita
(Waring, 2005). Un lavoro di Chanvrier et al. (2007) ha analizzato le caratteristiche funzionali degli
amido Sgp-I nulli di frumento tenero in prodotti estrusi. E stato rilevato un significativo aumento
dell’amido resistente che gli autori hanno imputato, principalmente, ai cristalliti di tipo “V” dei
complessi lipidi-amilosio. Inoltre pane prodotto per il 50% da farina del genotipo Sgp-/ triplo nulli ha

mostrato un notevole aumento dell’amido resistente e caratteristiche qualitative accettabili.

Soh et al. (2006) hanno analizzato I’effetto di elevate percentuali di amilosio sulla qualita della pasta.
Amidi con percentuali di amilosio dal 27 al 74%, prodotti attraverso esperimenti di ricostituzione con
amidi di mais high amylose, sono stati utilizzati nella produzione di spaghetti. E stata riscontrata una

tendenza al miglioramento del nervo della pasta all’aumentare del contenuto in amilosio confermando
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precedenti osservazioni di Dexter e Matsuo (1979). Questi lavori evidenziano notevoli potenzialita per
I’utilizzo di amidi high amylose nella produzione di pasta con caratteristiche qualitative superiori;
tuttavia le informazioni sull’impatto tecnologico dei frumenti con amidi 4igh amylose sono ad oggi
limitate ed imprecise a causa dei modelli sperimentali utilizzati. La possibilita di utilizzare farine e
semole high amylose rappresenta una nuova opportunita per il superamento di tali limiti e
I’ottenimento di nuove conoscenze sul loro impatto tecnologico. In ragione della sua struttura
“resistente”, dovuta essenzialmente al network compatto proprio del gel di amilosio, I’RS, o I’amido
ad alto contenuto di amilosio, puo essere utilizzato per preservare ¢ migliorare la croccantezza dei
prodotti sottoposti, in superficie, ad elevate temperature durante il processamento (Sajilata er al.,
2006). Test condotti per rivelare la funzionalita dell’amido resistente nella produzione di waffles
hanno mostrato una maggiore croccantezza rispetto al controllo e ad altre fibre tradizionalmente
utilizzate nella formula del prodotto (Sajilata et al., 2006). Un aumento della croccantezza ¢ stato
rilevato anche nei crackers e nei toasts francesi prodotti con ’aggiunta di amido resistente. E
opportuno sottolineare che la formazione di amido resistente negli alimenti ¢ influenzata da altri fattori
quali i complessi amilosio lipidi, la struttura granulare e da molteplici fattori estrinseci che riguardano

il processamento dell’alimento.

1.10.3 Effetto delle dimensioni dei granuli di amido

La distribuzione della dimensione dei granuli nell’amido di frumento rappresenta un fattore
determinate per la qualita dei prodotti derivati (Stoddard, 2003). Nella produzione di pane la capacita
degli impasti di trattenere 1’acqua risulta determinate per 1’efficienza del processo e la per la qualita
finale. Sahlstrom et al. (1998) hanno dimostrato che i granuli di tipo B mostrano una maggiore
capacita di trattenere 1’acqua rispetto ai granuli di tipo A, determinando una minore perdita in peso del
pane durante la cottura. Al contrario elevate percentuali di granuli B determinano il peggioramento
delle proprieta viscoelastiche degli impasti causato da una ridistribuzione dell’acqua a svantaggio del
glutine; la diminuzione di acqua legata al glutine causa un irrigidimento della struttura e una minore
qualita della fermentazione e cottura del prodotto. La maggiore capacita di assorbimento dell’acqua
dei granuli “piccoli” determina, inoltre, un aumento dei tempi di cottura dei prodotti da forno. In
alcune applicazioni, quali la produzione di amidi e glutine, i granuli di tipo B, caratterizzati da piccole
dimensioni, vengono piu facilmente persi durante le fasi di lavorazione causando una perdita nella resa
finale (Stoddard, 2003). La distribuzione dei granuli di amido influisce sulle proprieta reologiche delle
farine e sulla qualita della pasta (Soh et al., 2006). Sebecic e Sebecic (1995; 1999) hanno osservato
che percentuali maggiori di granuli piccoli e intermedi aumentano ’estensibilita degli impasti e

riducono la resistenza massima all’estensione (Rmax); gli stessi autori hanno notato un aumento della

51



Rmax all’aumentare della percentuale dei granuli A. Questa tesi non ¢ in completo accordo con quanto
riportato da Soh et al. (2006) che hanno osservato un aumento della Rmax degli impasti all’aumentare
dei granuli piccoli; solo a percentuali maggiori al 59% di granuli B ¢ stato osservato un crollo dei
valori di Rmax. Quest’ultima tesi ¢ supportata dalle osservazioni di Park et al. (2005) che hanno
proposto che 1’aumento della resistenza dell’impasto potrebbe essere dovuta all’inclusione dei granuli
di piccole dimensioni nella struttura del glutine. Impasti costituiti da una percentuale di granuli B di
circa il 40%, rispetto al 25% solitamente riscontrato nel frumento duro, producono pasta con un nervo
migliore riducendone la collosita dopo la cottura (Soh et al., 2006). L’influenza della dimensione dei
granuli sulla qualita dei prodotti ¢ fortemente legata alle condizioni utilizzate nel processo di
produzione. Vansteelandt e Delcour (1998) hanno trovato che gli stadi iniziali di essiccamento
rendono i granuli di amido, in generale, ¢ i granuli piccoli, in particolare, meno estraibili; questo
potrebbe essere dovuto all’incremento dell’inclusione fisica o alle interazioni tra 1’amido ed i

componenti del glutine.

1.11 Applicazioni ed usi dell’amido nell’'industrie non alimentari

L’amido viene utilizzato come additivo ¢ materia prima in diversi settori industriali come 1’ industria
della carta, tessile, medico-farmaucetica e come strato per la produzione di adesivi (Ellis et al., 1998).
In particolare, di recente, 1’attivita di ricerca scientifica ha subito una forte incremento in seguito alla
opportunita di impiego dell’amido nella produzione di polimeri biodegradabili che comporta notevoli
vantaggi in termini di sostenibilita ambientale (Ellis et al., 1998; Slattery et al., 2000). Amidi high
amylose possono essere utilizzati, in virtu della resistenza alla digestione nel primo tratto intestinale,
quale agente ricoprente di farmaci per il colon (Freire et al., 2009). L’amido di patata in virtu del suo

elevato potere di rigonfiamento risulta adatto per la produzione di carta (Blennow ef al., 2003).

L’amido utilizzato nelle applicazioni industriali viene sottoposto a specifiche modificazioni chimico
fisiche. La possibilita di creare amidi nuovi attraverso il miglioramento dei cereali rappresenta

un’importante opportunita per ridurre I’impatto ambientale delle produzioni associate.

1.12 Miglioramento genetico dei cereali

L’attivita di breeding o selezione dei cereali ha come obbiettivi, il miglioramento delle rese (quantita)
e della qualita delle varieta. Aumentare la produttivita delle varieta cerealicole rappresenta un
obbiettivo primario in un’ottica di sostenibilita della produzione. Il miglioramento della qualita puo

puntare alle caratteristiche funzionali e tecnologiche o alle proprieta nutrizionali dei cereali (Henry,
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2004). L’applicazione della genetica all’agricoltura ¢ stata essenziale per lo sviluppo di alcune varieta
di frumento e riso caratterizzate da rese elevate, piu resistenti alle malattie e a bassa taglia che hanno
largamente contribuito negli anni *60 alla Rivoluzione Verde (Baima, 2005). Il risultato piu importante
in termini di miglioramento delle rese ¢ rappresentato dalla riduzione dell’altezza, associata ai
cosiddetti geni del nanismo (dwarf genes) responsabili della riduzione della quantita di energia spesa
dalla pianta per lo sviluppo dei tessuti vegetativi. Piu recentemente indici di raccolta migliori sono
derivati dall’aumento del numero di cariossidi raccolte piuttosto che dall’aumento della dimensione
dei semi (Hay e Probert, 1995). Questa tendenza comporta il rischio di produrre semi piccoli e di bassa
qualita, se prevalgono condizioni sfavorevoli durante il periodo di riempimento delle cariossidi. Inoltre
la produzione di un elevato numero di semi potrebbe compromettere la capacita della pianta di
provvedere pienamente al riempimento degli stessi. La comprensione dei meccanismi che regolano
questi processi a livello molecolare ¢ fondamentale per il miglioramento delle rese in condizioni

sfavorevoli come la siccita e altri fattori di stress ambientale.

Il miglioramento della qualita dei cereali ¢ indirizzato allo sviluppo di varieta in grado di soddisfare le
specifiche di un dato prodotto o utilizzo finale. In figura 1.16 ¢ mostrato un tipo di strumento utilizzato
per raggruppare le varieta di frumento in base a specifiche caratteristiche qualitative richieste per i
diversi prodotti finali (Blakeney ef al., 1995) (Fig. 1.16); la valutazione delle caratteristiche qualitative
delle varieta di frumento analizzate ha permesso di individuare gruppi di varieta ciascuno adatto ad
uno specifico utilizzo finale. Il dendogramma permette il confronto dei requisiti qualitativi per diversi
utilizzi finali. Questo strumento ¢ utile all’identificazione degli obiettivi dei programmi di breeding e
la produzione di nuovi cereali con una piu vasta utilita e applicazione; questo tipo di analisi puo essere
inoltre utilizzata per identificare nuovi requisiti dei prodotti e avviare programmi di miglioramento tesi

a soddisfarli.
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Figura 1.16. Dendrogramma (da Blakeney et al., 1995).
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Questo tipo di strumento ¢ utile per I’identificazione delle caratteristiche da selezionare e per la

produzione di nuovi frumenti in grado di soddisfare una maggiore varieta di applicazioni.

Il miglioramento genetico dei cereali ha avuto inizio con la selezione, operata in campo, dei genotipi
con caratteristiche migliori tra le specie selvatiche e quelle coltivate. Successivamente sono state
introdotte diverse tecnologie in grado di creare la variabilita genetica necessaria alla selezione dei
genotipi “desiderati”; dall’incrocio tradizionale si ¢ giunti fino allo sviluppo della tecnologia del DNA
ricombinante utilizzata per il trasferimento di caratteri desiderati in specie di interesse. Le moderne

biotecnologie, come la selezione marker-assistita e la manipolazione genetica, permettono di ottenere



le caratteristiche desiderate del germoplasma della pianta con maggiore precisione e rapidita (Baima,

2005).

1.12.1 Le risorse genetiche

Le sorgenti di variabilita genetica, comunemente definite “risorse genetiche”, includono le specie e i
progenitori selvatici, collezioni di semi e banche di DNA e le varieta attualmente coltivate (Henry,
2004). Le popolazioni selvatiche rappresentano una riserva di nuovi alleli utilizzabili nei programmi di
miglioramento delle piante. La pressione selettiva per tre tratti di maggiore interesse (la dimensione
dei semi, la robustezza della spiga e la dispersione dei semi) ha causato una sostanziale modificazione
e un impoverimento del corredo genetico dei frumenti coltivati rispetto ai loro progenitori selvatici. La
poliploidia del frumento e la ridondanza genetica che ne deriva, sono responsabili di una variabilita
genetica molto limitata nel frumento coltivato. La possibilita di creare frumenti esaploidi sintetici,
utilizzando diverse accessioni dei progenitori diploidi, rappresenta un valido strumento per arricchire
il germoplasma. Inoltre la coltivazione del frumento, che ha avuto inizio agli albori della nascita della
civilta, ha limitato lo scambio di geni con le specie selvatiche, al contrario di quanto ¢ avvenuto per

altri cereali, quali orzo e mais, domesticati, per lungo tempo, in un ambiente selvatico.

Esistono numerose collezioni di frumento conservati in diversi centri internazionali. Le banche di
DNA costituiscono una risorsa per la ricerca genetica e 1’identificazione di geni utili. Esse preservano
la variabilita genetica di specie selvatiche e coltivate. Tali collezioni possono essere utilizzate come
fonti per I’introgressione di geni utili in specie target, direttamente, attraverso le biotecnologie, o,

indirettamente, attraverso I’identificazione del germoplasma di interesse e I’incrocio.

Numerose tecniche di mutagenesi sono utilizzate per creare variabilita genetica nelle specie cerealicole
attraverso trattamenti chimici e fisici dei semi. Attraverso la mutagenesi sono state prodotti numerose
collezione di semi e di DNA che rappresentano un’importante strumento per ’attivita di breeding dei
cereali. Lo sviluppo di varieta di qualita superiore ¢ subordinato alla scoperta di nuova variabilita
genetica, al miglioramento delle tecniche di selezione e all’identificazione di genotipi con nuovi
fenotipi derivanti dalla combinazione di alleli localizzati in multipli /oci. Recentemente i numerosi
progressi ottenuti nella genetica e nella genomica hanno portato ad una maggiore comprensione degli
aspetti strutturali e funzionali della genomica delle piante con notevole vantaggio per il miglioramento

delle colture.
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1.12.2 La Genomica Funzionale

La Genomica ¢ stata riconosciuta dall’organismo internazionale World Health Organization e
dall’ONU “un bene pubblico globale e uno strumento con enormi potenzialita per promuovere uno
sviluppo sostenibile e migliorare la vita delle persone, inclusa la salute” (Baima, 2005). La creazione
di una specie vegetale in grado di fornire tutti i nutrienti essenziali, come mezzo per migliorare le
condizioni di salute nei paesi in via di sviluppo, ¢ uno dei 14 obbiettivi individuati da Grand

Challenges in Global Health research iniziative del 2003 (http://www.grandchallengesgh.org). La

possibilita di “istruire” la pianta a sintetizzare e accumulare una sostanza di interesse ¢ subordinata
alla conoscenza della complessa biologia della pianta. L’applicazione di un approccio globale e Aigh-
throughput basato sulle scienze cosiddette “-omics”, che fanno capo alla genomica, rappresenta uno
strumento essenziale per lo sviluppo di nuove varieta cerealicole con caratteristiche qualitative

migliorate.

La definizione della funzione di tutti i geni presenti nel genoma di una pianta rappresenta la sfida
maggiore nell’era della post-genomica (Gupta et al., 2008). La disponibilita della sequenza completa
del genoma di riso, le iniziative di sequenziamento, attualmente in corso, dei genomi di frumento e
orzo e il numero crescente di sequenze EST riportate in banca dati ha enormemente incrementato il
potenziale della genomica comparativa ¢ della genomica funzionale per le specie cerealicole. La
funzione di un gene di interesse puo essere predetta attraverso la sua omologia con sequenze
EST/DNA di geni, studiati in altre specie, con funzione nota; la genomica comparativa attualmente
fornisce informazioni per il 30-40% delle sequenze di un dato genoma. Studi di trascrittomica,
metabolica e proteomica sono spesso considerati parte della genomica e forniscono informazioni
principalmente sui processi fisiologici dello sviluppo della pianta e di adattamento a stress biotici e
abiotici (Baylan ef al. 2008; Henry, 2007). In passato 1’analisi dei mutanti ¢ stata utilizzata con un
approccio di genetica classica (forward genetics) al fine di identificare i geni responsabili di uno
specifico fenotipo. Questo approccio ¢ particolarmente laborioso e difficile nel caso dei cereali che
presentano genomi di grandi dimensioni (frumento 16Mb) caratterizzati da un’elevata percentuale di
sequenze ripetute (80%) e risulta inefficiente in un’ottica di analisi di genomica funzionale high-
throughput. In frumento D’analisi funzionale dei geni e, di conseguenza, 1’isolamento di geni
responsabili di tratti di interesse agronomico e qualitativo, sono stati per lungo tempo ostacolati dalla
mancanza di strumenti di analisi efficienti per le specie poliploidi. Nell’ultimo ventennio, grazie in
primo luogo alla disponibilita di un vasto repertorio di sequenze nucleotidiche, sono stati sviluppate
diverse tecnologie di genetica inversa basate sulla “distruzione” del gene di interesse al fine di
verificare il fenotipo ad esso associato e definire la funzione del gene. La genetica inversa ha

recentemente avuto un forte sviluppo grazie alla creazione di due tecnologie principali il TILLING,
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basato sulla mutagenesi chimica classica, ¢ ’RNA interference che prevede la produzione di piante

transgeniche.

1.12.2.1 RNA-interference nel frumento

L’RNA (RNAI) interference ¢ una tecnologia sviluppata di recente che ¢ stata oggetto del Premio
Nobel in Medicina e Fisiologia, 2006. Schweizer et al. (2000) hanno dimostrato la capacita di piccoli
frammenti di RNA a doppio filamento (dsRNA) gene-specifici, introdotti in singole cellule
epidermiche di frumento (in transiente), di interferire con la funzionalita del gene. L’RNAI si basa
sulla degradazione sequenza specifica del’RNA a seguito della formazione di un dsRNA con
sequenza omologa al gene target (Marx, 2000; Carthew, 2001; Baulcombe, 2004). Nelle specie
poliploidi come il frumento tale tecnologia presenta il vantaggio di silenziare i tre omoeologhi,
generalmente tutti espressi nella pianta, che sono causa di un elevato grado di ridondanza genica
funzionale. Lo stesso discorso vale per i membri delle numerose famiglie multigeniche presenti nei
cereali. Yan et al. (2004) e Loukoianov et al. (2005) hanno utilizzato I’'RNAi per la produzione di
linee di frumento transgenico stabili ¢ hanno dimostrato che la riduzione del livello dei trascritti,
VRN2 e VRNI, rispettivamente, accelerava e ritardava, la fioritura nel frumento invernale. In
entrambi gli studi soltanto una singola pianta aveva mostrato il fenotipo silenziato atteso. Regina et al.
(20006) e Sestili et al. (2010, submitted) hanno utilizzato I’RNAI per la produzione di frumento, tenero
e duro, ad alto contenuto di amilosio. Travella et al. (2007) hanno dimostrato la stabilita del fenotipo
di piante trasformate con I’RNAIi in due generazioni; inoltre gli autori hanno verificato che 1’effetto
del silenziamento sui tre alleli omoeologhi era paragonabile. I livelli dei trascritti nelle linee di
frumento silenziate risultano, in generale, ridotti in una percentuale minima del 50-60% e il grado di
silenziamento varia nelle diverse linee transgeniche. Questa tecnologia ¢ in grado di produrre “serie
fenotipiche” che mostrano un diverso grado di modificazione del fenotipo in conseguenza del
differente livello di silenziamento dei geni (Fu et al, 2007). Gupta et al. (2008) sostengono che
I’RNAI potrebbe offrire alcuni vantaggi relativamente alle problematiche di accettazione sociale del
transgenico, in quanto non comporta I’inserimento di geni esogeni. Balyan et al. (2008) sottolineano
che I’estensione dell’RNAi ad approcci highthroughput ¢ limitata dalla sua applicabilita a singoli geni
o pochi geni target per esperimento. Lo stesso autore sottolinea che la natura recalcitrante della
maggioranza dei cereali alla trasformazione e alla rigenerazione rappresenta un limite maggiore
nell’applicazione dell’RNAI agli studi di genomica su larga scala. Le piante trasformate con costrutti
RNAI sono transgeniche e, in quanto tali, sono attualmente soggette a complesse problematiche di
natura normativa e sociale. Le linee transgeniche di frumento duro prodotte da Sestili et al. (2010)

presentano amidi con caratteristiche nuove e interessanti dal punto di visto applicativo; tuttavia le
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difficolta associate alla coltivazione di varieta OGM e alla commercializzazione di prodotti derivati on
permette di sfruttare le potenzialita delle nuove linee e induce al ricorrere a tecnologie alternative non

transgeniche per la produzione di nuove varieta di interesse.

1.12.2.2 La mutagenesi nella genetica inversa

La perdita o knock-out dell’espressione di un gene rappresenta la strategia piu efficace per determinare
la sua funzione. La mutagenesi ¢ stata largamente utilizzata negli organismi vegetali per la produzione

di popolazioni di mutanti utili alla definizione della funzione di specifici geni.

La mutagenesi inserzionale ¢ stata applicata con successo soprattutto a specie modello quali
Arabidopsis e riso. L’inserzione di T-DNA da Agrobacterium tumefaciens o di elementi trasponibili
esogeni nel genoma della specie target prevede 1’utilizzo di tecniche di trasformazione e rigenerazione
in vitro delle piante. I vantaggi associati a questo tipo di approccio sono principalmente la possibilita
di stabilire una relazione diretta tra la sequenza del gene interrotto e il fenotipo che ne deriva e la
possibilita di isolare il gene candidato che ¢ marcato dalla presenza del DNA esogeno inserito. Sono
state generate popolazioni mutanti di Arabidopsis in grado di saturare completamente il genoma con
inserzioni indipendenti (Alonso et al., 2003; Sessions et al., 2002, Weigel et al., 2000). Nei cereali
I’applicazione della mutagenesi inserzionale ¢ limitata dalla bassa efficienza dei processi di
trasformazione e rigenerazione delle piante. Inoltre risulta complicato reperire trasposoni esogeni
adatti. Queste metodologie inserzionali inducono solitamente la distruzione completa del gene target;
esse non sono in grado di generare serie alleliche associate alla parziale perdita o modificazione della
funzionalita genica con un impatto negativo sulla conoscenza della funzionalita genomica. Zhang et
al. (2007) hanno suggerito che le inserzioni possono essere distribuite non casualmente nel genoma
elevando il numero di linee mutanti necessarie per saturare I’intero genoma a livelli non realistici.
Nelle ultime decadi trattamenti mutageni chimici e fisici sono stati utilizzati per creare nuova
variabilita genetica in diverse colture cerealicole portando alla creazione di circa mille nuove varieta. |
primi studi di mutagenesi in frumento furono condotti da Gustafsson (1947); MacKey (1954) e
Swaminathan (1961). Scarascia-Mugnozza (1965) ha riportato 1’efficacia di diversi trattamenti fisici e
chimici per lo sviluppo di frumento resistente all’allettamento. La prima varieta di frumento mutante ¢
stata rilasciata in Germania nel 1960: la varieta Els selezionata dalla popolazione segregante di un
incrocio sottoposto all’irraggiamento con raggi X. Nel 1999 la banca dati FAO/IAEA Mutant Varieties
Database contava 178 varieta di frumento derivate da trattamento mutageno di cui 25 erano di
frumento duro. Ad oggi le varieta di frumento mutanti rilasciate sono 205 (http:/www-

infocris.iaea.org/MVD/). Geni mutati responsabili di tratti di interesse quali, la resa, la resistenza a
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malattia e il nanismo sono stati utilizzati in diversi programmi di cross-breeding portando al rilascio di

numerose varieta.

La mutagenesi chimica (e fisica) presenta numerose caratteristiche positive: gli agenti mutageni
introducono cambiamenti casuali nel genoma generando un’ampia varieta di mutazioni in tutti i geni
target e una singola pianta contiene un elevato numero di mutazioni. Tale caratteristica permette la
saturazione dell’intero genoma con la produzioni di popolazioni mutanti di dimensioni ragionevoli. I
mutageni fisici consistono in radiazioni non ionizzanti (UV) o ionizzanti (raggi X e gamma, raggi alfa
e beta, fast e slow neutrons) e provocano la formazione di delezioni pit 0 meno estese nel genoma e
cambiamenti nella struttura cromosomica. Gli agenti chimici piu utilizzati includono I’etil-metan-
sulfonato (EMS), metil-metan-sulfonato (MMS), I’acido fluoridrico (HF), sodio azide, N-metil-N-
nitrosourea (MNU), e idrossil-amina. I mutageni chimici solitamente inducono la formazione di
mutazioni a singolo nucleotide. I polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) sono di maggiore interesse
per i breeders in quanto cambiamenti profondi nella struttura cromosomica comportano una serie di
effetti negativi sulla pianta e sul processo di selezione. Inoltre la mutagenesi puo essere utilizzata per il
miglioramento delle colture senza le restrizioni legislative, i costi ¢ 1’opposizione sociale riservato
all’approccio transgenico. Batista ez al. (2008) hanno effettuato uno studio di trascrittomica su piante
mutagenizzate evidenziando profondi cambiamenti nel profilo di espressione dei geni rispetto alle
piante wild type. Nonostante il grande potenziale delle tecniche di mutagenesi la loro applicazione
nello studio funzionale dei geni dei cereali ¢ stato limitato dalla difficolta di stabilire la relazione
fenotipo alterato-genotipo; inoltre nel frumento la poliploidia rende difficile la produzione di fenotipi
alterati a causa dell’effetto di mascheramento esercitato dai geni omoeologhi. Recentemente la
combinazione della mutagenesi chimica classica con efficienti tecniche molecolari di rivelazione delle
mutazioni ha portato allo sviluppo di una strategia di genetica inversa high-throughput conosciuta

come Targeting Induced Local Lesions IN Genome (McCallum et al., 2000) (Fig. 1.17).
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1.13 TILLING

1.13.1 La popolazione mutagenizzata

Il parametro di valutazione piu rilevante per determinare la qualita di una popolazione di piante
mutagenizzate ¢ la frequenza di mutazioni indotte, presenti nel genoma dell’organismo bersaglio.
Trattamenti mutageni piu efficienti, in termini di densita di mutazioni indotte, richiedono la
produzione di popolazioni di dimensioni inferiori con un evidente vantaggio nella gestione delle
piante. L’efficacia del trattamento mutageno dipende dal dosaggio utilizzato e dal grado di ridondanza
genica delle specie bersaglio (Parry et al, 2009). Per ciascun agente mutageno ¢ opportuno
ottimizzare la dose utilizzata nel trattamento bilanciando I’esigenza di ottenere un’elevata densita di
mutazioni con la necessita di preservare la germinabilita e la fertilita delle piante e di produrre
popolazioni di dimensioni sostenibili. Popolazioni mutagenizzate sono state prodotte in tutte le
maggiori specie cerealicole inclusi riso (Suzuki et al., 2008), mais (Till et al., 2004b), sorghum (Xin et
al., 2008), orzo (Caldwell et al., 2004; Talam¢ et al., 2008), frumento tenero (Slade et al., 2005;
Phillips et al., unpublished data) e frumento duro (Parry et al., unpublished), (Weil, 2009).
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Figura 1.17. Schematizzazione della strategia del TILLING.
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Nelle specie diploidi il trattamento mutageno causa elevati livelli di sterilita; per queste specie ¢
necessario produrre popolazioni molto grandi per raggiungere livelli saturanti di mutazioni. Al
contrario specie poliploidi come il frumento hanno un’elevata capacita di tolleranza alle mutazioni in
ragione dell’effetto di compensazione svolto dai geni omeologhi (Stadler, 1929); in questo caso il
numero di piante mutanti necessario ad assicurare la copertura del genoma ¢ minore. La capacita
tampone delle specie poliploidi comporta la necessita di identificare alleli mutati per ciascuna copia
omeologa del gene bersaglio al fine di verificare il fenotipo associato alla mutazione.La scelta
dell’agente chimico rappresenta un fattore determinante per il valore massimo di frequenza
mutazionale ottenibile. L’EMS ¢ un agente alchilante che crea maggiormente transizioni G-A e C-T;
questo tipo di mutazione ha una probabilita relativa di provocare la formazione di codoni non senso

elevata.

La strategia generale per la produzione di popolazioni mutanti nei cereali prevede 1’esposizione dei
semi (M) al trattamento mutageno, 1’autoimpollinazione della progenie M, che da vita ai semi M,
(Fig. 1.18). Per assicurare il numero piu elevato di mutazione un solo seme viene preso da ciascuna
pianta M,. Il trattamento mutageno dei semi produce piante M; chimeriche e la segregazione delle
mutazioni avviene nella M,. Dalle foglie degli individui M, viene isolato il DNA genomico utilizzato
per I’analisi delle mutazioni. I semi Mj costituiscono la collezione dei semi della popolazione
mutagenizzata utilizzati per lo studio funzionale delle mutazioni identificate. La generazione M; ¢
ancora segregante e non tutte le piante hanno le mutazioni presenti nella M,. Till et al. (2004) hanno
utilizzato il trattamento mutageno del polline in mais. La mutagenesi applicata al polline seguita dalla
sua coltura in vitro comporterebbe enormi vantaggi rispetto alla questione della fissazione delle
mutazioni: sarebbe possibile ottenere mutanti omozigoti in un a singola generazione (Baylan et al.,

2008).
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Figura 1.18. Strategia generale di produzione di una popolazione mutagenizzate per TILLING (da
Parry et al., 2009).

1.13.2 Analisi Delle Mutazioni Nel TILLING

1.13.2.1 Il TILLING tradizionale

Il DNA genomico isolato dai singoli individui della popolazione viene miscelato in pool di dimensioni
che, comunemente, vanno da 2 a 8§ piante per singolo campione analizzato. L’aumento delle
dimensioni dei pool favorisce il throughput dell’analisi ma provoca un effetto diluizione delle
mutazioni presenti. In frumento 1’elevata densita di mutazioni tollerata, in ragione della sua poliploida,
determina una buona efficienza dei pool composti da due individui in termini di numero di mutazioni
rilevate in un singolo esperimento (Parry et al., 2009). Nel TILLING I’analisi delle mutazioni viene
condotta su frammenti del gene di interesse prodotti attraverso amplificazioni PCR, allele specifiche,
che utilizzano come stampo i pool di DNA genomico isolato dalle piante M2. La qualita del DNA
genomico vegetale ¢ un fattore determinante per garantire 1’affidabilita delle analisi di TILLING. Nel
TILLING i metodi di identificazione delle mutazioni si basano sulla presenza, nei prodotti di PCR
gene specifici, di molecole di DNA eteroduplex, caratterizzate dalla presenza di un mancato
appaiamento nella doppia elica; il mismatch ¢ il risultato dell’associazione, in seguito a ripetuti cicli di
denaturazione e rinaturazione, tra molecole di ssDNA (a singolo filamento) wild type e mutanti (Fig.
1.19). La prima tecnica di rivelazione utilizzata ¢ stata la DHPLC, una tecnica cromatografica in grado
di distinguere tra molecole omoduplex e eteroduplex. McCallum et al. (2000) hanno utilizzato tale

tecnica per 1’analisi di una popolazione mutagenizzata con EMS di Arabidopsis. 1l limite maggiore di
62



tale metodica ¢ il numero limitato di campioni analizzabili contemporaneamente. Lo stesso gruppo di
ricercatori ha messo a punto una tecnica basata sull’utilizzo di enzimi endonucleasici in grado di
catalizzare una reazione di taglio specifico, al 3’di un mismatch, in una molecola di DNA a doppia
elica. L’enzima Cell appartiene alla famiglia delle nucleasi Slche tagliano specificamente DNA a
singolo filamento. Cobert ef al. (2001) hanno messo a punto un metodo che utilizza I’enzima Cell per
identificare polimorfismi a singoli nucleotidi (SNP). In questo metodo i frammenti PCR vengono
prodotti utilizzando oligonucleotidi specifici per il gene di interesse marcati con molecole fluorescenti
(gli oligonucleotidi foward e reverse assorbono, rispettivamente, nell’infrarosso a 700 e 800). Gli
ampliconi eteroduplex, derivanti dall’associazione tra filamenti normali e mutati, vengono digeriti
dall’enzima Cell. I prodotti delle digestione (frammento integro e iframmenti derivanti dal taglio)
vengono visualizzati su gel di acrilamide (in condizioni denaturanti) attraverso il sistema LI-COR,
dotato di un rivelatore di fluorescenza. Il Li-cor 4300DNA Analyzer ¢ in grado di analizzare fino a 96
pool, almeno 192 campioni di DNA genomico, in una sola corsa. L’utilizzo di diversi fluorofori sui
due oligonucleotidi utilizzati nell’amplificazione PCR, permette di rilevare i frammenti prodotti dal
taglio enzimatico in canali distinti dell’analizzatore; questa strategia fornisce la possibilita di
confermare la presenza della mutazione controllando che la somma dei due frammenti equivalga alle
dimensioni dell’amplicone originale. Inoltre le dimensioni dei frammenti prodotti dal taglio forniscono
un’indicazione approssimativa della posizione della mutazione all’interno dell’amplicone. Dopo
I’identificazione della mutazione in un pool 2x si procede al sequenziamento dei due genotipi per
determinare quale dei due sia mutante; nel caso di pool con dimensione maggiori ¢ necessario
un’ulteriore analisi di “re-TILLING” al fine di individuare il genotipo di interesse. Diversi gruppi
hanno proposto forme modificate del metodo basato sull’utilizzo Cell per aumentarne ’affidabilita o
il throughput. Till et al. (2004) hanno analizzato I’efficienza di diversi endonucleasi. Triques et al.
(2008) hanno dimostrato che 1’enzima Endol ha una efficienza paragonabile a Cell. Sono stati
sviluppati diversi sistemi di analisi dei frammenti derivanti dal taglio: dall’elettroforesi capillare
(Cross et al., 2008; Suzuki et al., 2008) vantaggiosa in termini di sensibilita e livello di automazione;
all’analisi su gel di agarosio senza 1’utilizzo di fluorofori che rende il TILLING una tecnica di facile
accesso (Raghavan et al., 2007). Diversi strumenti di bioinformatica offrono supporto per la messa a

punto di un esperimento di TILLING. Il programma CODDLE (www.proweb.org/coddle/) ¢ in grado

di determinare la regione del gene farget piu adatta all’analisi TILLING, in termini di probabilita di
individuare mutazioni deleterie. Questo programma, liberamente accessibile dal web, utilizza un
software di allineamento di sequenze nucleotidiche e si appoggia su Primer3 per il disegno di
oligonucleotidi allele specifici in grado di amplificare frammenti genici fino a 1,5 Kb. CODDLE
fornisce indicazioni sull’effetto di mutazioni missenso in base alle informazioni presenti nelle banche

dati sul grado di conservazione delle posizioni amminoacidiche nella sequenza della proteina di
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interesse. PARSESNP (www.proweb.org/parsesnp/; Taylor et al. (2003) analizza ’effetto della

mutazione sulla funzionalita del gene utilizzando modelli di omologia di proteine.

Homoeologue-
ispemf ic PCR

Melt
Reanneal

lCem digest

Gel
Electrophoresis

Figura 1.19. Schema del metodo TILLING basato sulla digestione con Cell.

1.13.2.2 High resolution melting applicato al TILLING

Recentemente ¢ stata sviluppata una tecnologia di nuova generazione per 1’analisi delle mutazioni
chiamata high-resolution melting™ (HRM) (Wittwer et al., 2003). A partire dalla sua invenzione
I’HRM ¢ stato largamente utilizzato in studi di tipo medico per la diagnostica molecolare di alcune
malattie e la caratterizzazione genotipica dei pazienti (Reed et al., 2007). Le prime applicazione di tale
tecnologia nello studio delle piante sono molto recenti: negli ultimi dodici mesi diversi gruppi hanno
riportato I'utilizzo dell’HRM in studi di caratterizzazione di marcatori SNP o micro satelliti in diverse
specie coltivate quali il melo (Chagne et al., 2008), Lupinus albus (Croxford et al., 2008), I’orzo
(Lehmensiek et al., 2008), 'uva (Mackay et al., 2008), mandorla (Wu et al., 2008). Hofinger et al.
(2009) hanno pubblicato, nel luglio di quest’anno, uno studio dettagliato dell’applicazione dell’HRM

all’allele mining in una collezione di mutanti naturali di orzo. Per “allele mining” si intende la ricerca

64



di nuove varianti alleliche di interesse in loci a funzione nota (Kaur et al., 2008). Gady et al. (2009)
nell’ottobre di quest’anno hanno riportato 1’utilizzo dell’HRM nel TILLING in pomodoro. Questo
studio rappresenta il primo esempio di applicazione del’HRM nello screening di una popolazione di
piante mutagenizzate con EMS. L’HRM offre notevoli vantaggi in termini di costi e soprattutto di
tempo rispetto alle tecniche utilizzate nel TILLING tradizionale. E un semplice saggio closed-tube
effettuato sugli ampliconi PCR e non implica alcun ulteriore processamento dei frammenti amplificati.
La sensibilita e la specificita di tale metodo ¢ migliore della tecnica dHPLC (Chou et al., 2005) ¢ si
avvicina a valori del 100% per ampliconi di dimensioni minori di 400 bp (Reed e Wittwer, 2004).
L’HRM risulta adatto ad analisi high—throughput in quanto prevede 1’analisi di piastre di PCR
costituite da 96 o 384 posizioni. In questa metodologia, come nel TILLING classico, I’identificazione
degli SNP, presenti in piante chimicamente mutagenizzate, ¢ subordinata alla formazione di una
molecola eteroduplex tra singoli filamenti di ampliconi wild type e mutanti. Gli ampliconi oggetto di
analisi vengono prodotti per amplificazione PCR in presenza di concentrazioni saturanti di una sonda
fluorescente che si comporta da intercalante del dsDNA (DNA a doppio filamento); subito dopo si
procede all’analisi del profilo di melting (denaturazione) degli ampliconi con 1’utilizzo dello strumento
HRM. La sonda fluorescente non interagisce con ssDNA (singolo filamento) ma si intercala nel
dsDNA e emette un segnale di fluorescenza in questa condizione. Dopo I’amplificazione PCR, lo
strumento HRM provvede al lento riscaldamento dei campioni e contemporaneamente registra la
progressiva riduzione del segnale di fluorescenza causato dal rilascio della sonda da parte delle
molecole di dsDNA in via di denaturazione (Wittwer et al., 2003). I dati forniti da uno strumento
HRM consistono nei profili o curve di melting degli ampliconi analizzati che derivano dalla riduzione
di fluorescenza vs I’aumento della temperatura. I frammenti PCR mutanti-eteroduplex mostrano un
profilo di melting alterato rispetto alla sequenza omoduplex-wild type. L’analisi HRM ¢ risultata molto
efficiente per 1’identificazione di una larga varieta di SNP: transizioni (C>T, G>A e A>Q);
trasversioni (C>A, C>G, G>T, G>C, A>C e T>A), inserzioni e delezioni dell’ordine di dieci
nucleotidi. Hofinger et al. (2009) hanno dimostrato che la sensibilita del metodo consente di utilizzare
pool composti da almeno cinque campioni per ampliconi di dimensioni fino a 300 bp. L applicazione
di questa metodologia al TILLING offre particolari vantaggi nel caso di geni target caratterizzati da
strutture ricche di regioni non codificanti ¢ da un numero elevato di esoni di dimensioni limitate. In
questa situazione I’utilizzo della digestione con Cell, di ampliconi dell’ordine di grandezza di 1, 5 Kb,
implica I’identificazione di un’elevata percentuale di SNP “non funzionali” in quanto presenti nelle
regioni introniche del gene. L’HRM si basa sull’analisi di frammenti di dimensioni fino a 500 bp; le
amplificazioni PCR sono progettate in modo che I’amplicone copra la regione corrispondente ad un
singolo esone con vantaggi in termini di tempo e di efficienza dell’analisi. In specie poliploidi come il

frumento ’HRM prevede una strategia di nested-PCR: la prima amplificazione PCR produce
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frammenti omoeologhi-specifici di dimensioni elevate (fino a 2 kb); nella seconda PCR I’amplicone
della 1°PCR viene utilizzato come stampo, da diverse coppie di oligonucleotidi specifiche per
I’amplificazione degli esoni (Parry et al., 2009). L’efficienza del’HRM dipende dalla risoluzione
dello strumento utilizzato e dalla scelta della sonda fluorescente. Studi di confronto di diverse
strumentazioni ¢ sonde fluorescenti riportano che il throughput maggiore pud essere ottenuto con
I’utilizzo della sonda LCGreen Plus, che non inibisce 1’amplificazione PCR a concentrazioni che
saturano i prodotti PCR, in combinazione con lo strumento Idaho Technology LightScanner (Hermann

et al., 2006, 2007).

1.13.2.3 Sequenziamento su larga scala

L’avvento delle tecniche di sequenziamento su larga scala potrebbe rappresentare un’alternativa ai
metodi di analisi delle mutazioni basate sul mismatch. Parry et al. (2009) sono i primi autori a
suggerire 1’utilizzo del sequenziamento per lo screening di una popolazione di frumento EMS.
Tuttavia questo tipo di approccio ¢ attualmente in fase di sperimentazione. Weil, nella sua review del
2009, descrive la strategia del sequenziamento su larga scala nel TILLING, suggerendo che un
vantaggio maggiore ¢ la possibilita di utilizzare pool di 40 o 50 individui che consente un throughput

maggiore dei pool di massimo 8 individui utilizzati nel TILLING classico.

1.13.3 Il TILLING nei cereali

Il TILLING rappresenta uno strumento di elevato potenziale per gli studi di genomica funzionale e il
miglioramento delle coltivazioni cerealicole. La natura recalcitrante delle maggiori specie cerealicole
al processi di trasformazione e rigenerazione in vitro causa notevoli limitazione agli approcci di
mutagenesi inserzionale e silenziamento attraverso tecnologia transgenica. Al contrario la poliploidia
di specie come il frumento comporta un’elevata capacita di tolleranza ai trattamenti di mutagenesi
classica che consente la produzione di popolazioni ad elevata densita di mutazioni. Inoltre la
mutagenesi chimica permette la produzione di numerosi varianti alleliche del gene target associate a
diversi livelli di alterazione del fenotipo corrispondente; le nuove serie alleliche rappresentano
un’opportunitd sia per gli studi funzionali che per la produzione di fenotipi con caratteristiche
intermedie tra il wild-type e il mutante knock-out. L’attuale atteggiamento della societda e del
Legislatore nei confronti delle tecnologie transgeniche rende il TILLING una strategia di
miglioramento genetico di piu facile utilizzo e applicazione. Esempi di applicazioni del TILLING nei
cereali esistono in frumento, mais, riso e sorghum. Slade et al. (2005) hanno riportato il primo
esempio di applicazione del TILLING al miglioramento della qualita del frumento: due alleli mutati
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waxy per due loci omoeologhi del gene GBSSI e un mutante naturale caratterizzato dalla presenza di
una delezione nel terzo omoeologo sono stati combinati per incrocio per ottenere la linea triplo
mutante con fenotipo waxy. In un altro studio, basato sull’utilizzo di elettroforesi su gel d’agarosio e
oligonucleotidi non marcati, sono stati individuati 100 nuove varianti alleliche per i loci Wx-A1 e Wx-
DI e 20 mutazioni nei due geni Pina e Pinb codificanti le purindoline responsabili della durezza
(texture) della cariosside nei frumenti hard (Dong et al., 2009). Sestili ef al. (2010b) hanno riportato la
produzione di nuove varianti alleliche per i geni Sgp-/ in frumento tenero con un approccio di
TILLING classico. L’assenza dei tre isoenzimi Sgp-1 ¢ stata in precedenza associata ad un fenotipo
high amylose in frumento tenero e duro (Yamamori et al., 2000; Lafiandra et al., 2010). Piattaforme
TILLING sono state prodotte in orzo (Cadwell et al., 2004; Talame et al., 2008), in mais (Till et al.,
2004), riso (Till et al., 2007) e sorgo (Cross et al., 2006; Xin et al., 2008).

1.13.4 EcoTILLING

L’Eco-TILLING rappresenta un’estensione della strategia di TILLING applicata all’analisi dei
polimorfismi nelle popolazioni di mutanti naturali (Comai et al, 2004). La tecnologia ¢ la stessa
utilizzata nel TILLING eccetto che per la strategia di pooling del DNA: gli individui da analizzare
vengono mescolati in rapporto 1:1 con il campione di riferimento. 11 vantaggio di questo approccio
risiede nel fatto che la caratterizzazione delle serie alleliche e la scoperta di nuovi varianti alleliche

prevede il sequenziamento solo degli aplotipi individuati con I’analisi di TILLING.
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2 FINALITA

L’amido ¢ stato considerato per lungo tempo una sostanza inerte incapace di influire sulla qualita
tecnologica e nutrizionale dei prodotti alimentari e utile unicamente all’apporto di calorie nella dieta

umana e animale.

Recentemente ¢ emersa la volonta di esplorare le potenzialita dell’amido in un’ottica di miglioramento
delle caratteristiche nutrizionali dei cereali. Questa tendenza ¢ certamente legata alla larga diffusione,
soprattutto nei paesi industrializzati, di importanti malattie dovute principalmente a regimi alimentari
errati. I cereali, e in particolare il frumento, rappresentano una risorsa ideale per apportare nuovi
benefici alla salute umana in quanto rappresentano la maggiore fonte di energia nell’ambito della dieta

umana.

L’aumento della conoscenza dei meccanismi che governano la biosintesi dell’amido nei cereali ha
permesso di identificare il rapporto quantitativo tra i due polimeri glucanici che lo compongono,
I’amilosio e I’amilopectina, quale fattore chiave per la determinazione delle sue proprieta tecnologiche

e nutrizionali.

La produzione di amidi ad alto contenuto di amilosio ha suscitato particolare entusiasmo a causa delle
sue peculiari caratteristiche nutrizionali. L’incremento del contenuto di amilosio ¢ stato associato
all’aumento di amido resistente nei prodotti alimentari. L’amido “resistente” ¢ una frazione di amido,
essenzialmente costituita dalle catene lineari di amilosio, in grado di resistere all’azione degli enzimi
digestivi umani e di essere fermentata dalla microflora intestinale con importanti benefici per la salute
del colon. Inoltre la possibilita di produrre cibi ricchi in “amido resistente” costituisce una prospettiva

interessante per la prevenzione di numerose malattie legate a regimi alimentari ipercalorici.

La finalita ultima di questo progetto di dottorato ¢ stata la produzione di nuova variabilita genetica nei
loci SBEIla che codificano per un enzima noto svolgere un ruolo importante nella determinazione di
rapporto amilosio-amilopectina in frumento. La generazione di nuova variabilita genetica nei loci
coinvolti nella regolazione della biosintesi dell’amido mira sia alla produzione di linee di mutanti utili
per gli studi di genomica funzionale sia alla produzione di genotipi del tipo loss of function legati a

nuovi fenotipi di interesse.

Al fine di generare linee di frumento caratterizzate dalla perdita dell’espressione di geni SBEIla,
condizione utile alla produzione di fenotipi sigh amylose, ¢ stata applicata una tecnologia di genetica

inversa di nuova generazione denominata TILLING. Questo progetto si € inoltre proposto di verificare
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I’efficienza di una nuova tecnica di identificazione delle mutazioni nota come High Resolution

Melting.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 Materiale vegetale

3.1.1 Set di linee waxy e parzilali waxy di frumento tenero e duro

I set di mutanti waxy di frumento duro e tenero, caratterizzati in questo lavoro, sono stati ottenuti
mediante 1’incrocio di mutanti naturali, privi delle isoforme waxy, con la cultivar di frumento duro
Svevo e la linea di frumento tenero N11. La varieta Kanto 107 (Yamamori ef al., 1992) presenta alleli
nulli ai loci Wx-AIl e Wx-BIl mentre Iran 689 ¢ nulla al locus Wx-DI (Urbano et al., 2002). La linea
N11 ¢ stata incrociata con la cultivar Kanto 107 e con la linea di frumento tenero iraniana, Iran 689.
La progenie F2 di entrambi gli incroci, che presentava alleli nulli, ¢ stata incrociata a sua volta, per
produrre una linea priva delle tre proteine waxy. La linea cosi prodotta ¢ stata reincrociata per cinque
volte con NIl. La varieta Svevo, essendo un frumento duro quindi privo del genoma D, ¢ stata
incrociata solo con la varieta Kanto 107. La linea waxy (F2) derivata da questo incrocio ¢ stata

reincrociata quattro volte con Svevo.

3.1.2 Set di le Sgp-1 nulli parziali e completi in frumento tenero e duro

La linea di frumento tenero NIl ¢ stata incrociata con tre varieta di frumento tenero giapponesi,
identificate da Yamamori et al. (2000), ciascuna priva di un’isoforma di proteine Sgp-1:Chousen 30
(SGP-AI"), Kanto79 (SGP-BI"), Turkey 116 (SGP-DI) La varieta Svevo ¢ stata incrociata con
Chousen 30 e Kanto 79. Le linee F2 nulli derivate da ciascun incrocio sono state reincrociate con N11

e Svevo.

3.1.3 Altri materiali vegetali

Sono stat utilizzate le cultivar tenero Chinese Spring ¢ Cadenza.

Sono state inoltre utilizzate le linee di sostituzione del cromosoma 2D della cultivar di frumento duro
Langdon. Queste linee sono state derivate dall’incrocio di linee aneuploidi di frumento tenero con il
frumento duro Langdon (Joppa et al., 1988) e successivo reincrocio con il parentale tetraploide. In
particolare nella linea LND 2D(2A) il cromosoma 2A ¢ assente e sostituito dal cromosoma 2D di
frumento tenero. Nella linea LND2D (2B) il cromosoma 2B ¢ sostituito dal cromosoma 2D. Nella
tabella 3.1 sono riportate le informazioni disponibili relative alle accessioni dei frumenti utilizzati

negli esperimenti di caratterizzazione dei polimorfismi intergenomici.
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Tabella 3.1. Elenco delle accessioni utilizzate.

Specie Codice linea  Provenienza
T. boeoticum(a) PI427566 Turchia
T. boeoticum(b) P1427609 Iraq

T. urartu(a) MG29406 Turchia
T. urartu(b) MG29422 Turchia
Ae. speltoides(a)  TSO1 Isracle
Ae. speltoides (b)  TS02 Isracle
Ae. searsii TEO3 Israele
Ae. sharonensis THO1 Israele
Ae. longissima TLO2 Israele
T. araraticum 11

T. araraticum 418585

T. dicoccoides(a) MGA343

T. dicoccoides (b) ATRI1
T.monococcum(a) MG4278 Italia

T. monococcum(b) BGRC43493  Balcani
T. dicoccum (a) 5309/96

T. dicoccum (b) ATR1/7305

T. dicoccum (c) 5307/96

T. timophevii(a) 1813

T. timophevii(b) 5417

3.2 Estrazione Acidi Nucleici

3.2.1 Estrazione DNA genomico

11 protocollo d’estrazione ¢ basato sul metodo di de Kochko et al. (1990). I1 DNA genomico ¢ stato
isolato da 0. 5 g di tessuto vegetale il quale viene ridotto in polvere mediante rottura meccanica in
azoto liquido. La polvere viene trasferita in un tubo da centrifuga e mescolata con 15 ml di tampone di
estrazione (Tris-HCl 100 mM pH 8. 0; EDTA 50 mM pH 8 0; NaCl 500 mM; B-
mercaptoetanolo10mM) ed 1 ml di SDS al 20 %. Il campione viene riscaldato a 65°C per 10 min per
consentire la lisi cellulare e, dopo 1’aggiunta di 5 ml di acetato di potassio 5 M, viene lasciato in
ghiaccio per 20 min in modo che le proteine denaturate precipitino. I frammenti cellulari e le proteine
vengono separati mediante centrifugazione a 20, 000 x g per 20 min ad una temperatura di 4°C. Il

supernatante viene trasferito in un nuovo tubo da centrifuga al quale vengono aggiunti 10 ml di
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isopropanolo. Dopo un’incubazione di 30 min a-20°C, il campione viene centrifugato a 20000xg per
15 min. Il precipitato che si ottiene viene lasciato seccare e successivamente risospeso in 700 pl di TE
(Tris. C1 10 mM pHS. 0, EDTA 1 mM). A questo punto si procede al trattamento con ribonucleasi A
(1pg RNAsi per 10pg di DNA genomico) per degradare I’RNA. Per separare il DNA purificato dalle
proteine, 1/10 di volume di acetato di sodio 3 M pH 5. 3 ed un volume di fenolo-cloroformio 1:1
vengono aggiunti al campione che, dopo essere stato ben mescolato, viene centrifugato a 13, 000xg
per 5 minuti. Dopo la centrifugazione ¢ possibile distinguere nettamente due fasi all’interfaccia delle
quali si trovano le proteine. La fase superiore acquosa, contenente il DNA purificato dalle proteine,
viene recuperata e ad essa vengono aggiunti 0. 7 volumi di isopropanolo freddo. Il campione viene
centrifugato a 13, 000xg per 10 min, il supernatante rimosso, il sedimento lavato con 1 ml di etanolo al
75 % e quindi centrifugato a 13, 000xg per 5 min. Successivamente il supernatante viene eliminato e il

precipitato seccato all’aria e risospeso in 200-500 ul di TE.

3.2.2 Estrazione RNA totale dalle cariossidi

Per isolare I’RNA da cariossidi immature a partire da 100 mg di materiale si € ricorso al protocollo che
prevede I’utilizzo del TRIZOL (Gibco). La distruzione dei tessuti vegetali viene realizzata con
I’utilizzo di mortaio e pestello in presenza diazoto liquido. La polvere ottenuta con tale trattamento
viene trasferita in un tubo da 2 ml precedentemente raffreddato, e viene mescolata con 0. 5 ml di
tampone di estrazione (20 mM Tris pH9; 200 mM NaCl; 1% Sarcosyl; 20 mM EDTA; 5 mM DTT)
agitando vigorosamente con il vortex. Si aggiungono, quindil, 0. 5 ml di fenolo/cloroformio/IAA
(25:24:1) e si agita con il vortex. Il campione pud essere lasciato a temperatura ambiente per un
massimo di 20 minuti. Per eliminare gli zuccheri presenti nella cariosside si centrifuga per 5 minuti a
5, 000 rpm a 4°C. Il surnatante (circa 300 pl)viene recuperato, facendo attenzione a non prendere
particolati, e posto in una nuova eppendorf. Vengono aggiunti quindi 1 ml di Trizol e 0. 4 ml di
cloroformio/IAA (24:1) agitando vigorosamente con il vortex. Il campione viene centrifugato a 5, 000
rpm per 10 min a 4°C. La fase acquosa risultante viene recuperata e trasferita in un nuovo tubo. Per
purificare il campione viene fatto un lavaggio con Iml di cloroformio/IAA, seguito da una
centrifugazione a 5, 000 rpm per 10 minuti a 4 °C. La fase superiore viene trasferita in una nuova
provetta facendo attenzione a non toccare con il puntale i particolati. La precipitazione dell’RNA si
ottiene aggiungendo 2 volumi di etanolo al 100% e 1/10 del volume di acetato di sodio (3M) pH 5. 2
seguito da un’incubazione di 30 min a-80°C e successiva centrifugazione a 10, 000 rpm per 10 min a
4°C. Il supernatante viene rimosso ¢ si procede al lavaggio del precipitato con 1 ml di etanolo 70%.
Una ulteriore centrifugazione a 5, 000 rpm per 5 min a 4°C consente al precipitato contenente I’RNA

di depositarsi sul fondo del tubo, I’etanolo pud quindi essere rimosso. Il precipitato viene lasciato
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seccare all’aria sottocappa per 5-10 minuti, facendo attenzione ad evitare che si asciughi

eccessivamente, e quindi risospeso in 50 pl di H20 DEPC, aggiungendo 0. 1 pl di inibitore di RNasi.

3.3 Metodo separazione acidi nucleici

3.3.1 Elettroforesi su gel di agarosio

L’identificazione e la separazione dei frammenti di DNA ¢ stata eseguita mediante elettroforesi su gel
di agarosio all’0.8% ed all’1.5% in TBE 0. 5x (Tris-borato-EDTA) con 1’aggiunta di una soluzione di
bromuro di etidio (0.5 pg/ml). Le separazioni elettroforetiche sono state condotte ad un voltaggio

massimo di 80V per migliorare la separazione dei frammenti.

3.4 Metodi per I'isolamento di frammenti genici

3.4.1 Disegno di oligonucleotidi genoma specifici

Le sequenze dei tre genomi A, B e D sono state allineate per l’identificazione delle regioni
polimorfiche. Gli oligonucleotidi sono stati disegnati attraverso il programma Primer 3. Le coppie di
oligonucleotidi sono state validate per PCR sulle linee di sostituzione disomiche di Langdon. Gli

ampliconi sono stati quindi analizzati per elettroforesi su gel d’agarosio dall’0.7% al 1.8%.

3.4.2 Amplificazione PCR

Le reazioni di amplificazione mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), sono state e seguite a
partire da 50-100 ng di DNA genomico in un volume finale di 50 pl. La miscela di reazione ¢
costituita da 1X tampone di reazione della Taq Polimerasi contenente MgCI2 1. 5M, dNTPs 200 puM,
50-100 pmoli di ogni oligonucleotide, 1U di Taq Polimerasi. Quando non indicato differentemente, le
condizioni di amplificazione sono state le seguenti: 1 ciclo iniziale di 5 min a 95°Cseguito da 30-35
cicli di denaturazione 1 min a 95°C, annealing 1 min a 55-65°C, estensione 1-7 min (a seconda della

lunghezza del frammento da amplificare) a 72°C con un ultimo ciclo di estensione allungato a 5 min.
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3.4.3 RT-PCR semiquantitativa

Per le reazioni di amplificazione mediante la tecnica di RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) ¢ stato preparato cDNA a singolo filamento a partire da circa 1 ug di RNA totale. Il
DNA contaminante ¢ stato rimosso utilizzando 1 pl di DNasi (0. 1 U-0. 3 U di DNasi I RNasi free) per
campione in presenza di 1X tampone di reazione dell’enzima M-MLV (trascrittasi inversa) (250
mMTris-HCI, pH 8. 3, 375 mM KCIl, 15 mM MgCl2, 50mM DTT), in un volume totale di 10 pl. Il
campione ¢ stato incubato a temperatura ambiente per 15 minuti. Per inattivare la DNasi ¢ stato
aggiunto 1 pl di EDTA 25 mM ed ¢ stato scaldato a 65 °C per 5 minuti. Questa miscela ¢ stata
utilizzata immediatamente per la trascrizione inversa. A ciascuna reazione sono stati aggiunti 2 pl
dell’oligo(dT)/dNTP mix (1 pl oligo d(T)12-18 500 pg/ml e 1 pl di dNTPs 10 mM), i campioni sono
stati lasciati per altri 5 minuti a 65 °C ¢ poi messi in ghiaccio per 1 minuto. Le provette sono state
centrifugate brevemente, sono stati aggiunti 7 pl della RT mix (4 ul di 5X First-Strand Buffer =
250mM Tris-HCI, pH 8. 3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl; 2 ul di DTT 0. 1 M, 1 ul di RNasina o
RNasiOUT RNasi Inhibitor, 40 U/ pl) e i campioni sono stati incubati a 37 0C per 2 minuti. Dopo aver
aggiunto 1ul (20 U) di M-MLV RT, e mescolato gentilmente con la pipetta, i campioni sono stati
incubati a 37°C per 50 minuti. La reazione di retrotrascrizione ¢ stata inattivata a 70 °C per 15 minuti.
Il cDNA ottenuto ¢ stato utilizzato per amplificazioni con PCR (Polymerase Chain Reaction). Le
reazioni di amplificazione sono state eseguite con 1 pl di cDNA in un volume finale di 30 pl. La
miscela di reazione ¢ costituita da 1X tampone di reazione della Taq Polimerasi contenente MgCl12 1.
5 mM, dNTP mix 200 uM, 50-100 pmoli di ogni oligonucleotide, 1U di Taq Polimerasi (Qiagen). Le

condizioni di amplificazione e gli oligonucleotidi utilizzati sono indicati nella tabella 3.2.

Tabella 3.2. Coppie di oligonucleotidi utilizzati nell’esperimento di RT-PCR.

Oligo forward Sequenza(5'-3"') Oligo reverse Sequenza(5'-3"'")
RT-AL1F GGGGACTGCAGAAAAACTTG RT-Alr TCAATAGCAGCACGAATTCTCC
RT-A2f GCGGACTGCTGCCGCGAT RT-A2r CTTCAGCCGTTTGCTCCTCGATG
RT-ALlF GGGGACTGCAGAAAAACTTG RT-A2r CTTCAGCCGTTTGCTCCTCGATG

3.4.4 Estrazione e purificazione dei frammenti di DNA da gel di agarosio

Il recupero dal gel dei frammenti di interesse viene eseguito utilizzando il Gel Extraction Kit (Qiagen).
La bandina viene tagliata dal gel di agarosio, collocata in un tubo da 1.5 ml al quale vengono aggiunti

3 volumi di tampone di solubilizzazione per ogni volume di gel e incubata per 10 min a 50°C per
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facilitare il dissolvimento del gel, agitando ogni 2-3 minuti. Viene poi aggiunto 1 volume di
isopropanolo per ogni volume di gel iniziale e il campione viene posto nella colonnina di affinita per
consentire al DNA di legarsi. Il tutto viene centrifugato per 1 minuto a 10,000 x g. Dopo aver
eliminato il tampone eluito dalla colonnina, si procede con il lavaggio della resina con un tampone
(PE) contenente etanolo. Si centrifuga per 1 minuto, si elimina il tampone passato attraverso la
colonnina e, per fare in modo che tutti i residui di etanolo vengano allontanati dalla membrana su cui
aderisce il DNA, si procede ad una ulteriore centrifugazione a vuoto. La colonnina viene collocata su

un nuovo tubo e il DNA viene eluito con 30-50 ul di H,O.

3.4.5Determinazione delle sequenze nucleotidiche
Per le analisi di sequenze nucleotidiche ¢ stato utilizzato il servizio commerciale della Eurofins MWG

(Germania).

3.5 Isolamento dei geni SBEIla
I due alleli SBEIla sono stati isolati per PCR attraverso I’utilizzo degli oligonucleotidi riportati in
tabella 3.3 producendo, per ciascun allele, due frammenti sovrapposti. I frammenti sono stati analizzati

per elettroforesi su gel d’agarosio all’0, 7%, purificati e sottoposti a sequenziamento.

Tabella 3. 3. Coppie di oligonucleotidi utilizzato per 1’isolamento dei geni SBE//a.

Allele Oligo Forward Sequenza (5'-3") Oligo Reverse Sequenza (5'-3") Amplicone

SBElla-A SBEIIa-1F CGTTGCTCCCCCTTCTCATCGC SBEIIa-A-R GGATCTGTTCAATAGGCTCGTACC 1A
SBEIIa-A-F ATTTATGGGCCACCCTGCAC SBEIIa-1-R GCAAGATAGGAGGAGGGTTCAG 2A

SBENa-B SBEIIa-1F CGTTGCTCCCCCTTCTCATCGC SBEIIa-B-R ACCGAAGTCAAGCTCCTCACTC 1B
SBEIIa-B-F CAAAGGAGGGAGTGAGGAGCTTG SBEIIa-1R GCAAGATAGGAGGAGGGTTCAG 2B

3.6 Identificazione e caratterizzazione dei polimorfismi negli omoeologhi SBEIIa

Le sequenze nucleotidiche dei tre geni sono stati allineati attraverso 1’applicazione ClustalW (helix.
wustl. edu/dcaps/dcaps. html). Le regione polimorfiche di interesse sono state amplificate per PCR
utilizzando gli oligonucleotidi riportati in tabella 3.4. Gli ampliconi sono stati analizzati per

elettroforesi su gel di agarosio all’1.5%, purificati e sottoposti a sequenziamento.
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Tabella 3. 4. Coppie di oligonucleotidi utilizzati per I’analisi dei polimorfismi negli alleli SBEIla.

Oligo -Forward Sequenza (5'-3"') Oligo-Reverse Sequenza (5'-3"') T. annealing
A"-F CCAGTGGTCAGAATGCATCAAC A"-R GGTGAAGAGGCGCATACA 62
SBEIIa*VF TGCTGTATCCATTGGTGAAGATG SBEIIa™'R CTGAAGCAATTGACAAGGTTGC 62
SBEIIa*VF TGCTGTATCCATTGGTGAAGATG B*'R GTGATGCATTACCATACAAGGTACTCC 62

3.7 TILLING

3.7.1 Produzione di una popolazione di frumento tenero mutagenizzata con 'EMS

La popolazione di frumento tenero mutagenizzata ¢ stata generata attraverso il trattamento delle
cariossidi mature (cultivar Cadenza) con soluzioni acquose di EMS alle concentrazioni 0, 6% (v/v) o
0. 9% (v/v) per 16 h. Dopo il trattamento, le cariossidi sono stati sottoposte a sei cicli di lavaggio e
lasciate asciugare su carta da filtro. I semi sono stati quindi allevati sia in campo che in serra. E stata
quindi raccolta una singola spiga di ciascun pianta M1 (6000 piante) e un singolo seme di ciascuna
spiga ¢ stato allevato per generare le piante M2. E stato campionato il materiale fogliare di ciascuna
pianta M2 e conservato a-70°C fino al momento dell’isolamento del DNA genomico. Una singola
spiga matura di ciascuna pianta M2 che ha prodotto semi (4, 244 linee) ¢ stata inviata a Martonva’sa’r
e le rimanenti spighe sono state trebbiate e conservate a 6°C in condizioni di umidita controllata. Le
piante M3 sono state allevate a Martonva’sa’r e una parte dei semi M4 sono stati utilizzati per analisi
biochimiche (Viterbo). Il DNA genomico ¢ stato isolato dal materiale fogliare utilizzando il protocollo
di estrazione basato sull’utilizzo del disolfato di sodio (Van Deynze e Stoffel, 2006) in piastre da 96
pozzetti. Il DNA ¢ stato solubilizzato in 200 pl di tampone TE; la concentrazione di DNA ¢ stata
misurata utilizzando il saggio Quant-iT PicoGreen (Invitrogen), in una diluizione 50X, utilizzando un
fluorimetro Beckman DTX 880 NX integrato in un robot Beckman Biomek NX Span-8. Lo stesso
sistema ¢ stato utilizzato per normalizzare le concentrazioni del DNA genomico a 10 ng/ul e per creare

le piastre di pool di due genotipi utilizzate nel TILLING. (Parry et al., 2009).

3.7.2Generazione dei pool di DNA

Sono stati prodotti pool di DNA in piastre PCR da 96 pozzetti; in ciascun pozzetto sono stati miscelati,
in rapporto 1:1, i DNA genomici isolati da due distinti individui della generazione M2. La

concentrazione finale del DNA genomico in ciascun pozzetto € 2 ng/pl in un volume di Spl.
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3.7.3 Isolamento delle regioni geniche allele specifiche

1™ round PCR

Le amplificazioni PCR sono state condotte in un volume finale di 10 pl utilizzando 10 ng di DNA
genomico di frumento, 5 ul HotShot™ Mastermix (Cadama Medical Ltd), 1ul LCGreen Plus Dye
(Idaho) Technology Inc.), 1 ul di ciascun oligonucleotide (10 uM). La soluzione ¢ stata quindi
ricoperta con 10 pl di olio minerale (Sigma-Aldrich). Le condizioni di PCR utilizzate sono state le
seguenti: denaturazione iniziale a 95 °C per 5 min; 35 cicli a 95°C per 30 s, 62°—67°C per 30 s ¢ 72°C
per 1,4-2,3 min; step di estensione finale 72°C per 10 min. Le temperature di annealing ottimali sono

state determinate per ogni coppia di oligonucleotidi attraverso una PCR in gradiente. Gli

oligonucleotidi utilizzati sono riportati in tabella 3.5.

Tabella 3. 5. Coppie di oligonucleotidi utilizzate nelle amplificazioni allele specifiche nel TILLING.

Amplicone Oligo-forward (5'-3') oligo-reverse (5'-3') T. annealing Dimensioni(bp)
Al CGCTCGCTCGCTCCAATC GCAACTGGTCAGTATTCAGTAAGCTAAG 65 1720
AV TCTGAGAATATGCTGGGACGTAG GTTCGAAAATGCTACATGCTCA 62 1560
AR CCAGTGGTCAGAATGCATCAAC GGGAACTATCTAAGACTCCGTAGCAC 67 2100
g(V-x ATGTGGTGGATGGGTTATGG TCCATAGAATAAACCATCAGACCG 62 1970
p'vh ATCGCGCTTCCTGAACCTG GGGCTGAAGCTTAAGACACTGAC 65 1980
ptv-X CGTGCAACACTCCCATCTGC TATGACTTTCACATGCCCACTG 65 1100
pixxn GAGGCAGTGGGCATGTGAAAGTC CTAGGGAACTATCTAAGACTCCGTAGCAC 67 2200
p*vY GGAAGTGTCCAAATATGCTGCAGTG CATACGAAGCAAAATGAGTGAATCTACAC 64 300
2™ round PCR

Le amplificazioni PCR sono state condotte come descritto nel paragrafo precedente ad eccezione che il
DNA stampo utilizzato ¢ stato 1 pl di una diluizione 1:60 del prodotto PCR ottenuto nella 1™ round
PCR; le amplificazioni PCR sono state condotte in piastre PCR da 96 pozzetti Frame-Star® (4titude®

Ltd, Surrey, UK).
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Le condizioni di PCR utilizzate sono state le seguenti: denaturazione iniziale a 95 °C per 5 min; 35
cicli a 95°C per 20 s, 60°C per 20 s e 72°C per 20 s; step di estensione finale 72°C per 10 min; 95°C
per 30 s; 25°C per 1 min. La soluzione ¢ stata ricoperta con 10 pl di olio minerale. L ultimo step di
denaturazione e rinaturazione viene eseguito per aumentare 1’efficienza del processo di formazione
degli eteroduplex. Le temperature di annealing ottimali sono state determinate per ogni coppia di
oligonucleotidi attraverso una PCR in gradiente. Gli oligonucleotidi utilizzati sono riportati in tabella

3.6.

3.7.4 Analisi HRM

Le piastre PCR sono state brevemente centrifugate e quindi sottoposte all’analisi HRM utilizzando lo
strumento LightScanner (Idaho Technology, Inc.). I campioni sono stati riscaldati in un intervallo di
temperatura variabile tra 70°C e 99°C. La denaturazione degli ampliconi comporta il rilascio
del’LCGreen e lo strumento registra la diminuzione dell’emissione di fluorescenza all’aumentare
delle temperatura. I dati ottenuti sono stati analizzati utilizzando il software LightScanner®. La
normalizzazione ¢ la determinazione dell’intervallo di temperatura delle curve di melting sono state
eseguite secondo le istruzioni riportate nel manuale dello strumento. Sono stati utilizzati due diversi
modi di visualizzare i dati: le curve di melting normalizzate (F/T) e le curve differenziali (AF/T). Le
curve di melting normalizzate mostrano il cambiamento dei valori di fluorescenza, in ogni campione,
durante la denaturazione dei prodotti PCR all’aumentare della temperatura (Fig 3.1). Le curve
differenziali mostrano la differenza relativa di fluorescenza di ciascun campione rispetto ad un
campione di riferimento (Fig. 3. 2). In accordo con il manuale dello strumento, valori di AF di 0.05

sono stati considerati significativi e i campioni corrispondenti putativi mutanti.
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Tabella 3. 6. Coppie di oligonucleotidi utilizzate nelle amplificazioni PCR nel 2™ round PCR.

Allele Esone Oligonucleotide Forward (5'-3') Oligonucleotide Reverse (5'-3') Tannealing Dimensioni (bp)
II CCACTGACCGACTCACT ATGGACGGGGAGATTGG 60 215
IIT TCACTATTGTAGTCATCCTTGCAT TGAAGATTTCCCGGCACG 60 156
v TGGTTTCGTTAGTCTGCTCT TGAGCGAAAGTAGCGGG 60 313
\Y% TTTGGGTATGCCTCCGT TGGAGGCGCTTCATAATACT 60 163
VI TTGCTCTAAATTTATGATCTGGCT AGGTGGAAGATTGCCAAG 60 153
SBElla-A VII TGCTCCTATTGATGCCGAT GCTACATGCTCAACTAAATAATTGG 60 152
VIII CTCTGCCCACTAAGGGT AAATTTCATTTAATAATGTAATGGAGATCG 60 204
IX CCTTTTGTGACCATTTACTAAGGATA ACCAGAAACAGGTGAAATAACT 60 157
X ACAATACTTAGAGGATGCATCTGA GGTGAAGAGGCGCATACA 60 212
XI GGTATTTCTGACTTGTATGACCATT ACCAGATAAACAGTAAAGCAGC 60 223
XII GTTGCATTGCTTCATCAATGATT CAAATATGGTGACAGAAGTCAGAG 60 237
XIII TGTTAAATCTGTTCTTACACATGTCG CATAGCAATTATTTCAGTGCCCT 60 266
v AACACACTGCTAAATTTGAATGAT AGACTAGTGGAGGCGTT 60 19
A% TGCTGAAGGTATCATCTAATTGC TGACCATTAACAATAGATTAGAAGGTG 60 159
VI CAGTTACTCTAAATTTATGATCTGGCT AGGTGGAAGATTGCCAAG 60 134
SBElla-B VII CCTATTGATGCCGATATTTGATATG TCCTCGACTAAATAATTGGCCAG 60 152
VIII AACTCTGCCTACTAAGGGT ACACTGGAAATTCCATTTAATAATGTAAC 60 204
IX CCTTTTGTGACCATTTACTAAGGATA CCGGAAACAGGTGAAATAACT 60 157
IT ACTATTGTAGTCATCCTTGCATT ATGAAGATTTACCGGCACG 60 157
III TCAGTCTGCTCTACAATTGCTAT GAAAGCAGCGGGTAGGC 60 301
v GGGTATACCTCGGTGGATTC AGACTAGTGGAGGCGTTT 60 167
v GAAGGTATCGTCTAATTGCATATCT CAATAAATTGGAAGGTGTCTCGTT 60 154
VI ATCTGGCTTTTGCACCC AGTAGTTATGAAGCAAAGGTGG 60 131
VII AGGTTTGCTCCTATTGATGC TCCTCGACTAAATAATTGGCCAG 60 153
SBElla-D VIII AACTCTGCCTACTAAGGGT AAACTGTAACACTGGAAATTTCATTTAATA 60 212
IX ACCATTTACTAAGGATATTTACATGCAA ACCAGAAACAGGTGAAATAACT 60 151
X ACAATACTTAGAGGATGCATCTGA GGTGAAGAGGCGCATACA 60 212
XI GGTATTTCTGACTTGTATGACCATT ACCAGATAAACAGTAAAGCAGC 60 223
XIT GTTGCATTGCTTCATCAATGATT CAAATATGGTGACAGAAGTCAGAG 60 237
XIII TGTTAAATCTGTTCTTACACATGTCG CATAGCAATTATTTCAGTGCCCT 60 266
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Figura.3. 1. Curve di melting normalizzate.
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Figura 3. 2. Curve di melting differenziali.

I due genotipi costituenti il pool mutante sono stati sottoposti ad un repooling (vedi Risultati) e ad una
nuova analisi HRM. Il genotipo identificato quale mutante ¢ stato sequenziato per la caratterizzazione

della mutazione puntiforme.

3.8 PCR Marker Assisted Selection
I frammenti PCR sono stati prodotti utilizzando gli oligonucleotidi riportati in tabella 3.7.
Il frammento di DNA di interesse (1 pg) ¢ stato digerito in un volume di reazione di 20 pl. La miscela

di reazione contiene gli opportuni enzimi di restrizione (10-12 unita) ed il tampone specifico (1/10 del
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volume finale). Il campione ¢ stato lasciato per 2-3 ore alla temperatura ottimale di digestione (che per
la maggior parte degli enzimi corrisponde a 37°C) e successivamente controllato su gel d’agarosio
1.8%. Il tampone usato per la corsa ¢ TBE 0.5X (TBE 10X: Tris 108 g/L, Acido Borico55 g/L, EDTA
0. 02 M pH 8. 0).

Tabella. 3.7. Coppie di oligonucleotidi utilizzate nei saggi di PCR-Marker-Assisted-Selection

Mutante Oligo Oligo-reverse

SBEIIa-A'1] TATTTTACATGCAAATGCAGGAGAAGTATGTCTTA GCTTGCTGGAGATGCTCCAATG
SBEIIa-A 2 GATGGCACTGATACACATTACTTCCACGGTGGTCCACGTGGCCACAATT  CATAGCAATTATTTCAGTGCCCT
SBEIIa-B'1 CTGGAGCGCATGTACGTCTTAAC CACCATAATCATCCTGAAAAGATC

3.9 Metodi per la determinazione delle proprieta chimico fisiche dell’amido

3.9.1 Isolamento e purificazione dell’amido

3.9.1.1 Dough Method

La metodica descritta di seguito ¢ stata ottimizzata per I’isolamento dell’amido da quantita
relativamente piccole (25g) di sfarinato frumento.
La metodica consiste di cinque fasi:

1) Formazione dell’impasto a partire dallo sfarinato (60% circa di acqua).

2) Separazione dell’amido dal glutine attraverso ripetuti lavaggi in fase acquosa

dell’impasto.
3) Sedimentazione dell’amido attraverso ripetuti passaggi di centrifugazione.
4) Eliminazione dello strato superficiale di colore grigio-giallo.

5) Essiccamento all’aria dell’amido isolato.

3.9.1.2 Isolamento dei granuli d'amido

I granuli d'amido sono stati isolati da mezza cariosside come descritto da Zhao e Sharp (1996) con
alcune modifiche. Le mezze cariossidi senza embrione sono state macinate in mortaio e la farina posta
in provette contenenti 1 ml di H,O. I campioni sono stati lasciati a 4°C per tutta la notte. Il giorno
seguente i campioni di farina sono stati agitati sul vortex, centrifugati per cinque minuti al3,000 rpm
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eliminando il surnatante. Al pellet sono stati aggiunti, per due volte, 300 pl di H,O, il tutto ¢ stato
mescolato in modo da rompere tutti gli eventuali grumi, e lasciato sedimentare per un minuto. I granuli
d'amido cosi portati in sospensione sono stati stratificati su 1 ml di NaCl 5 M (Mohammadkani et al.,
1999), centrifugati per cinque minuti a 13000 rpm eliminando successivamente il surnatante. Ogni
campione ¢ stato lavato per due volte con 1 ml di un tampone composto da Tris-HCI 55 mM pH6é. §; 2.
3% SDS; 1 % ditiotreitolo (DTT) e 10% glicerolo, e per tre volte con 1 ml di H,O. Ad ogni passaggio
¢ stato agitato su vortex, centrifugato per cinque minuti a 13000 rpm eliminando il surnatante. Infine ¢
stato aggiunto 1 ml di acetone allontanando il surnatante dopo centrifugazione a 13,000 rpm per 10
minuti. [ granuli di amido cosi isolati sono stati lasciati seccare per circa un'ora all'aria, e conservati

poi a 4°C.

3.9.2 Determinazione dell’amilosio

La determinazione del contenuto di amilosio ¢ stata eseguita attraverso una versione modificata del
metodo di (Chrastil et al., 1987).

Estrazione dei lipidi

15 mg di amido purificato di ciascun campione (in tre repliche) sono stati immersi in una soluzione
acquosa all’85% di metanolo e tenuti in un bagnetto alla temperatura di 60°C per 30 min; i campioni
sono stati vortexati ad intervalli di tempo di 5 min per favorire la solubilizzazione di lipidi. I campioni
sono stati centrifugati, in tubi di vetro pyrex, a 2500x g. Il solvente ¢ stato rimosso delicatamente
utilizzando una pipetta da 1ml; alla fine ¢ stata utilizzata una siringa da 1ml con ago facendo
attenzione a non toccare il pellet di amido presente sul fondo. I campioni sono stati asciugati all’aria.
Solubilizzazione dell amido.

I campioni lipid free sono stati solubilizzati in 2 ml di NaOH e 4 ml di H,O e tenuti in un bagnetto alla
temperatura di 95°C per 30 min; i campioni sono stati vortexati ad intervalli di tempo di 2 min per
favorire la completa solubilizzazione dell’amido.

Determinazione dell’amilosio

0, 1 ml di ciascun replica sono stati trasferiti in un nuovo tubo contenente 5 ml di TCA 0, 5% (acido
tricloro acetico). Sono state prodotte due repliche per ciascun campione.

Le soluzioni sono state vortexate; in ciascun campione sono stati aggiunti 0, 05 ml di una soluzione 0,
01N I,-KI. I campioni sono stati nuovamente vortexati. Dopo 30 min ¢ stata misurata I’assorbanza a
620 nm. Come bianco ¢ stata utilizzata H,O distillata e amido purificato waxy all’0% di amilosio. Per

ciascun campione sono state utilizzate due repliche.
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Retta di taratura

Un campione di 15 mg di amilosio puro di patata (Sigma Aldrich) e un campione di 15 mg di amido
waxy purificato (da frumento duro o tenero) sono stati processati come descritto sopra.

E stata quindi generata una retta di taratura utilizzando diverse miscele dei campioni di amilosio e di
amido waxy come descritto in tabella 3.8. I valori delle percentuali di amilosio di ciascun campione

sono stati determinati utilizzando I’equazione della retta e calcolando le opportune medie.

Tabella 3.8. Descrizione della retta di taratura utilizzata per le determinazioni del contenuto di

amilosio.

% Amilosio totale Volume amilosio (ul) Volume waxy( ul) H20

0 0 0 100
0 0 100 0
20 20 80 0
40 40 60 0
60 60 40 0
80 80 20 0

3.9.3 Analisi RVA (Rapid Visco Analyser)

La viscosita dell’amido & stata misurata usando il Rapid Visco Analyser (RVA) (Newport
ScientificPty. Ltd., Warriewood, Australia). La farina ¢ stata preparata da 10 g di semi di singole
piante usando un mulino Cyclotec dotato di un filtro da 0. 5 mm. La farina (3. 87 g) (14% di umidita)
¢ stata mescolata con 500 pl di soluzione acquosa contenente il 10% di nitrato d’argento (per inibire
I’a-amilasi), il tutto ¢ stato portato a volume (25. 13 g) con 1’aggiunta di acqua MilliQ. Per i campioni
di amido ¢ stata preparata una sospensione acquosa al 10 % di amido (peso secco) per un peso totale di
25 g.

Nel Rapid Visco Analyser la sospensione ¢ stata sottoposta alle seguenti variazioni di temperatura: due
minuti a 50°C, la temperatura ¢ stata aumentata fino a 95°C in sei minuti (dal secondo all’ottavo
minuto), mantenuta a 95°C per quattro minuti (dall’ottavo al dodicesimo minuto), portata a 50°C in
quattro minuti (dal dodicesimo al sedicesimo minuto) e lasciata a questa temperatura per altri quattro
minuti. La durata totale della corsa ¢ di venti minuti. Le analisi sono state ripetute due volte per ogni
campione. | parametri misurati sono picco di viscosita (la massima viscosita dell’impasto caldo), picco

minimo (la piu bassa viscosita dell’impasto) e viscosita finale. Da questi parametri sono stati calcolati
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il breakdown (picco di viscosita meno il picco minimo) ed il sethack (viscosita finale meno il picco

minimo). Tutti i parametri sono stati espressi in RVU.

3.9.4 Misura del contenuto di -glucani

La misura dei B-glucani ¢ stata effettuata secondo le istruzioni riportate nell’apposito Kit Megazyme

(K-BGLU 04/06).

3.9.5 Calorimetria differenziale a scansione differenziale

Le analisi di calorimetria sono state effettuate in triplicato sui campioni di amido precedentemente
isolati. L’amido (5 mg) ¢ stato accuratamente pesato in capsule di alluminio e miscelato con H,O in un
rapportol:2 (w/w). Le capsule sono state chiuse ermeticamente e riscaldate da 25°C a 120°C alla
velocita di 4°C/min utilizzando un Seiko DSC 120 (Kawasaki Kanagawa, Japan). Una capsula
contenente sabbia ¢ stata utilizzata come riferimento. I valori di temperatura di gelatinizzazione
iniziale (7,), di picco (7},) and finale (T¢), gli intervalli (7.—7,), e 1 valori di entalpia (AH,) € (AHamL)

sono stati determinati con Seiko software.

3.9.6 Analisi delle proteine legate ai granuli d'amido

3.9.6.1 Estrazione delle proteine legate ai granuli d'amido

Le proteine sono state estratte aggiungendo ai granuli d'amido (circa 5 mg per campione) 100-120 ul
di tampone di estrazione (Tris HC1 62. 5 mM pH 6. 8; 2. 3 % SDS; 10 % saccarosio; 10 % glicerolo;0.
05 % blu di bromofenolo (BPB); 1 % DTT). Successivamente, i campioni sono stati agitati sul vortex,
bolliti per circa quattro minuti, raffreddati in ghiaccio e centrifugati a 13000 rpm per dieci minuti.

Sono stati poi caricati su gel 50 ul (HOEFER SE 600) o 20 pl (Mini-Protean I1I) di surnatante.

3.9.6.2 Elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenza di SDS
Le proteine SGP sono state analizzate mediante SDS-PAGE secondo il metodo di Laemmli (1970).

Composizione del "gel di corsa":T = 8; C = 0. 44; Tris-HC1 0. 36 M pH 8. 8; 0. 1% SDS. T = 100 x (g
acrilammide + g bisacrilammide) / volume della soluzione;C = 100 x (g bisacrilammide / g

acrilammide + g bisacrilammide). Composizione del "gel spaziatore":T = 4. 1; C = 2. 56; Tris-HCI 0.
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125 M pH 6. 8; 0. 1% SDS. La polimerizzazione dell'acrilammide, sia nel gel di corsa che in quello di
carica, ¢ stata indotta con 2% N, N, N, N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) e 0, 1% persolfato di
ammonio (APS). L'elettroforesi ¢ stata eseguita in tampone Tris 0. 02 M; glicina 0. 2 M; pH 8. §; 0. 1
% SDS. Per effettuare I'elettroforesi verticale delle proteine ¢ stato utilizzato il sistema Mini-Protean
IIT (Bio-Rad. La corsa ¢ stata fermata circa 40 minuti dopo che il colorante ¢ uscito dal fondo del gel.
Nel Mini-Protean III le lastre misurano 10 cm x 7 cm e il gel ha uno spessore di 0. 75 mm; la corsa ¢
stata effettuata a voltaggio costante (200 V) per circa un'ora. Per la colorazione dei gel ¢ stato

utilizzato il metodo che impiega il nitrato d'argento (Silver staining, Bio-Rad).
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4 RISULTATI

4.1 Isolamento dei geni SBEIla-A e SBEIla-B da Triticum aestivum
I due geni omeologhi SBEIla-A e SBEIla-B sono stati isolati dal DNA genomico di 7. aestivum, cv

Chinese Spring, attraverso una strategia basata sulla tecnica di PCR.

Disegno di coppie di oligonucleotidi genoma-gene specifici-Una ricerca nella Banca Dati di NCBI,
effettuata attraverso 1’applicazione Blast-Search, ha permesso I’individuazione di tre sequenze
genomiche, isolate da frumento tenero (¢v. Chinese Spring), corrispondenti alla regione compresa tra
I’esone IX e I’esone XII dei tre omeologhi SBEIla-A (n° acc. EU24966), SBEIla-B (n° acc. EU24967),
SBEIla-D (n° acc. EU24968) (Konovalov et al., 2008). Le tre sequenze geniche sono state sottoposte
ad allineamento attraverso il programma ClustalW, al fine di individuare regioni caratterizzate da un
livello di polimorfismo inter-sequenza sufficiente per il disegno di oligonucleotidi genoma specifici
(Fig. 4.1). Sono stati disegnati due oligonucleotidi localizzati nella regione tra I’esone IX e I’esone
XII, specifici per ’allele del genoma A (SBEIla-A-F e SBEIIa-A-R) e due specifici per ’allele del
genoma B (SBEIIa-B-F ¢ SBEIIa-B-R). La sequenza genomica di SBEIla-DAI di Ae. tauschii,
anch’essa presente in Banca Dati (n° acc. AF338431), ¢ stata utilizzata per lo sviluppo di due

oligonucleotidi localizzati nella regione 5’UTR e 3’UTR del gene (SBEIla-1F ¢ SBEIIa-1R).

La strategia utilizzata per 1’isolamento dei due alleli ¢ schematizzata in figura 4.2. Ciascun gene ¢ stato
isolato attraverso la produzione di due frammenti PCR sovrapposti, dalla cui unione risulta I’intera
sequenza genomica compresa tra I’ATG e il codone di stop. Non sono state isolate le regioni 5 ¢ 3’
UTR complete dei geni. I frammenti 1A e 1B sono stati isolati, in due reazioni indipendenti, attraverso
I’utilizzo di un oligonucleotide forward gene specifico (Sbella-F1), ottenuto dalla sequenza genomica
di Ae. tauschii e posizionato a circa 100bp a monte dell’ATG, e due oligonucleotidi reverse omeologhi
specifici (SBEIlla-A-R1 e SBEIla-B-R1 rispettivamente per SBEIla-A e-B) posizionati nella regione del
gene compresa tra I’esone IX e I’esone XII. I frammenti 2A e 2B sono stati amplificati da coppie di
oligonucleotidi, costituite da i due oligo forward allele specifici (SBElla-A-F1 e SBEIlla-B-F1),
posizionati nella regione dei geni compresa tra ’esone IX e 1’esone XII, e un singolo oligonucleotide
reverse gene specifico posizionato a circa 100bp a valle del codone di stop. L’utilizzo di almeno un
oligonucleotide allele specifico per ciascuna amplificazione ha consentito di ottenere frammenti PCR

puri e corrispondenti ad un singolo allele SBE//a.
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EU24967 CACACGGTGCATTCACGTGACAACCTCGA TTTTATT TTCTAATGTCTTCATA-——————-- 172

EU24968 TACATGGTGCATTCACTTGACAACCTCGA TTTTATT TTCTAATGTCTTCATA- ——————— 172
EU24966 AACATGGTGCATTCACGTGACAACCTCGA TTTTATT TTCTAATGTTATTGCAATAGCTCG 180
Kok kok Kk ok ok ok kk Kk ok kkk Kk ok ok Kk Kk Kok Kk KK Kk Kk Kk K *
EU24967 —— e —— e~ ——————— —— ——— —— —— -TTGGAARATGCAC 185
EU24968 —— e e = ——— —— —— -TTGGCAAGTGCAA 185
EU24966 GTATAATGTAACCATGTTACTAGCTTAAG AT GGT TAGGGTTTCCCACTTAGGATGTATGA 240
*k ok ok %
EU24967 AACTTTGCTT-----CCTCTTTGICTGAT CGTTTTTTTGTCTC-—-----TAAGA-———— 228
EU24968 AACTTTGCTT-----CCTCTTTGTCTGCT TGTTCTT TTGTCTTCT----GTAAGA——--- 231
EU24966 AATATCGCATTGGAGCATCTCCAGCAAGC CATTTTT TTGACGGTTAACAGCAGGAGCTCT 300
*k Kk kK K * kk ok * Kk KK KKK Kk * kk
EU24967 - -TTTCCATTGCATT TCGAGGTAGCGG-GC AT G---TGAA---AGTCGAATCTGAATATT 279
EU24968 - -TTTCCATTGCATT TGGAGGCAGT GG-GC AT G---TGAA---AGTCATATCTAATTTTT 282
EU24966 GCTTTTCATTATAGGAGAGGGAAAT GCTGT ACAGACT GAAGT CAGTCAGAGCAAAGTAAC 360
*kk K kKK Kk *k ok x x ok ok k B I T T
EU24967 TT--—----TT-GT 294
EU24968 TT--—----TTTGT CAGAGCATA----———-——-————-————-————- 208
EU24966 TTAGAATCATT TATGGGCCACCCTGCACAG GGCAGAAGGCAGGCAGGAACGATCCTCTAC 420
*k *k o x ; kK kKK Kk
EU24967 -——GTTATATT—---—-———-————— AAAT ——--GCCATTGT TGTTGCAATAGCTTGGT-- 331
EU24968 -—-—GTTATAT-——-—————————— GAAT ——--TCCATTGTTGTTGCAATAGCTCGGT -- 334
EU24966 AGCCGTCGGATTGCCTCCATCAGAGGGAT CCTGGCCGT TAATCATGCTCTGGCCCAGTGG 480
* % * % Hox *k kk K KKk Kk kK *k
EU24967 -—-ATAATGTA------—--—--—-———---——-GCCATGTTACTAGCTTAAGA—---—-—-—---— 359
EU24968 ——ATAATGTA-—————————————————— ACCATGTTACTAGCTTAAGATTTCCCACTT 372
EU24966 TCAGAATGCATCAACCAGACTGAGGTGCT TGCCTCCTTATTGGTAAAGGATGCAGCGGTA 540
* okkk K K ok *kk ok x * ok
EU24967 -——-——---——--AATA--TCGCATTGGAGC A---—-——-— TCTCCAGCAAGCCATTTCCTACC 399
EU24968 AGGATGTAAGAAATA--TTGCATTGGAGC G- -————— TCTCCAGCAAGCCATTTCCTACC 423
EU24966 CGAGCCTATTGAACAGATCCTGTT CAAGT AAGGCCGTTCTCCAGCAAGCCATTTCCTAGC 600

Figura 4.1. Allineamento delle sequenze parziali EU24967, EU24966, EU24968 tramite il software

ClustalW. La figura evidenzia, a titolo di esempio, la presenza di un elevata grado di polimorfismi tra
le tre sequenze genomiche; le sequenze in rosso e in verde corrispondono agli oligonucleotidi genoma

specifici (rispettivamente Forward e Reverse) utilizzati per I’isolamento del gene SBEIla-A.

5 ATG TAA 3
| |
| [
wSBEIla-A R 1A ,
2A
7 Kbp
5 ATG TAA 3
l | | |
[ [
wSBEIla-B 1B
4,8Kb — 28
6 Kbp

Figura 4.2. Strategia PCR utilizzata per I’isolamento dei due geni SBEIlla-A e SBEIla-B. Le frecce in
nero rappresentano gli oligonucleotidi gene specifici disegnati nelle regioni 5’UTR e 3° UTR della
sequenza genomica di SBEIla-DAI di Ae. tauschii (Rahman et al., 2001); le frecce in rosso e in blu
rappresentano gli oligonucleotidi genoma specifici rispettivamente per 1’allele del genoma A ¢ B. |
due frammenti PCR, 1A e 2A, sono sovrapposti e ricoprono ’intera regione del gene SBEIla-A che va
dall’ATG al codone di stop. Lo stesso vale per i due frammenti 1B e 2B isolati dal 1’allele SBEIla-B.

In figura sono riportate le dimensioni dei quattro frammenti PCR isolati.
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La struttura dei due geni ¢ stata quindi ricostruita connettendo le sequenze dei due frammenti
sovrapposti 1A e 2A per I’allele SBEIla-A e 1B e 2B per 1’allele SBEIla-B. La sequenza nucleotidica
del gene SBEIla-B ¢ stata inserita in Banca dati (Gene Bank-n° acc. FM865435). La sequenza
dell’allele SBEIla-A ¢ riportata in figura 4.3 La dimensione dei due omeoalleli ¢, rispettivamente, di

9983 bp per SBEIla-A e 9927 bp per SBEIla-B.

4.2 Analisi delle sequenze nucleotidiche dei due geni

La struttura dei due geni ¢ stata determinata attraverso il confronto delle sequenze genomiche dei due
alleli SBEIlla-A e SBEIla-B con le sequenze di cDNA del gene SBEIla, disponibili in Banca Dati (n°
acc. U66376; n° acc. Y11282). La struttura dei due geni ¢ risultata identica a quella di SBEIla-DAI
isolato da Ae.tauschii. 1 due geni hanno una dimensione dell’ordine di 10Kb e sono costituiti da XXII

esoni di dimensioni comprese tra 43 bp dell’esone V e 242 bp dell’esone 111 (Tab.4.1).

Tabella 4.1. Descrizione delle dimensione degli esoni nei geni SBEI/a.

Esone SBEIIa-A SBEIIa-B SBEIIa-DA1

I 142 142 133
II 97 101 98
I 242 242 242
v 99 99 99
\Y 43 43 43
VI 60 60 60
VII 81 81 81
VIII 117 117 177
IX 84 84 84
X 122 122 122
XI 122 120 120
X1 130 130 130
XIII 111 111 111
X1V 129 129 129
XV 104 104 104
XVI 145 145 145
XVl 148 148 148
XVIII 101 101 101
IX 78 78 78
XX 156 156 156
XXI 75 75 75
XXII 81 81 81
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GGT TCCGC GCTG CATTT CGGCC GGCG GGTTG AGTGA GATC TGGGC CACTG ACCG ACTCA CTCGC TCGC TGCGC GGG

CGC
CTCGCTCG CTCGCTCCAATCTC CCCG TCCAT TTTTG CCCC CCTTC TCTCT CCCT ATCTG CGCGC GCAT GGCCT GTTCGATGC TGTTC CCCAG TTGA TCTCCATCAA CGAGA GAG
ATAGCTGGATTAGGCGA TCGCC TGCG TCAGT GTCAC CCAGGCCCT GGTGT TATC ACGGC TTTGA TCAT CTCCT CCCAT TCTGATATT TTCTC ACTC TTTCT TCTGT TCTTGCTG
TAACTGCAAGTT GTAGC ATTGT CTCACTATT GTAGT CATC CTTGCATTGC

.AC ACACCATCGT GCCG GGAAA TCTTC ATAC AATCG TTATT CACT TACCA AATGC CGGA TGAAA CCAAG CCGCGGAG
GCG TCAGG TTTT GAGCT TCTTC TATC AGCAT TGTGC AGTA CTGCACTGCC TTGT GCATT TTGTT AGCC GTGGC CCCGT GCTG GCTCT TGGGC CACT GAAAA CTCAGATGGATGT
GCATTCTA GCAAGAACT TCACG AAAT AATGC ACTGT TTGT GGTTT CGTTAGTCT GCTCT ACAAT TGCTATTTT CGTGC TGT]

AaTcccTACCCGCTA
CTT TCGCT CATT TTGAA TTAAG GTCC TTTCG TCATG CAAA TTTGG GGAAC ATCA AAGAG ACAAA GACT AGGGA CCACT ATTT CTTAC AGTTC CCCT CATGG TCTGA GAATA TGC
TGG GACGT AGAT GTATA ATTGA TGGC TACAA TTTGC TCAT AATTA CGATA CAAA TAACT GTCTC TGAT CATTG CAATT ACAG AGTGG CAAAC TGAT TAAAA TGTGA TAGAT GGG
TTA TAGAT TTTACTTTG CTAAT TCCT CTACC ARATT CCTG GGGAAAAAAA TCTA CCAGT TGGGC AACT TAGTT TCTTA TCTT TGTTG CCTCT TTGT TTTGG GGAAA ACACA CTG
CTAAATTT GAAT GATTT TGGGT ATGC CTCCG TGGAT TCAA (]
AATTT AAAG CTTCA GTATT ATGA AGCGC CTCCA CTAG TCTAC TTGCA TATC TTACA AGAAA ATTT ATAAT TCCTG TTTTC GCC
TCT CTTTT TTCC AGTGC TGAAG GTAT TGTCT AGTTG CATA TCTTA TAAGA ARAT TTATG TTCCT GTTT TCCCC TATTT TCC]
CGTCTTT TAAG TCTTAACAGA CACC TTCCAATTCA TTGT TAATG GTCAC ACTA TTCAC CAACT AGCT TACTG GACTT ACAA CTTAG CTTAC TGAAT ACT
GAC CAGTT GCTC TAAAT TTATG ATCT GGCTT TTGCA TCCT ATTAC [liTCT CCACCATTA GTAGE TCAC TTCAACAATT GGAA TCCCAATCCA CATACTATC ACCAGARNAT GTC
TAC AGCTT GGCAATCTT CCACC TTTG CTTCA TAACT ACTG ATACA TCTAT TTGT ATTTA TTTTG CTGT TTGCA CATTC CTTAAAGTT GAGCC TCAA CTATA TCATA TCAAAATG
GTATAATT TGTC AGTGT CTTAA GCTT CAGCC TARAGATTC TACTGAAATT GGTC CATCT TTTTG AGAT TGAAA ATGAG TATA TTAAG GATGG ATGA ATAGG TGCAA CACTC CCA
TTC TTTGG TAGAACCTT CTGCA TTAT GTGTG TTTTT TCAT CTACA ATGAG CATA TTTCC ATGCT ATCA GTGAA GGTTT GCTC CTATT GATGC CGAT ATTTG ATATG ATCTT TTC
AR GCTGG CCAA TTATT TAGTT GAGCA TGT

AGCATTTT CGAACTCTG CCCAC TAAGGGTCCCTTTGCCTT TCTGT TTTCT
GTATCGATC TCCAT TACAT TATT AAATGAAATT TCCAGTGTT ACGGT TTTTT AAT
ACCCATTTCGTGTCTCACTGACATGT GAGTCAAGACAATACTTTAGAATT TGGAAGTGA CATAT GCAT TAATT CACCT TCTAAGGGC TAAGG GGCAAGCAACCATGGTGATGTT
TGTATGCT TGTGTGTGACTTAAGATC TTATAGCTCT TTTA TGTGT TCTCT GTTGGTTAGGATAT TCCATTTTGACCTT TTGT GACCATTTAC TAAG GATAT TTTACATGCAAAT
GCHGAGA AGTA TGTCT TCCAA CATC CTCAA CCTAR ACGA CCAGA GICAC TGAG GATTT ATGAATCAC ACATT GGAAT GAGC AGCCC AfJAT GICA ATAAC TTATT TCACC TGT
TTC TGGTC TGAT GGTCTATTCT ATGGATTTT TTAGT TCTG TTATG TATTG TTAA CATAT AACAT GGTGCATTC ACGTGACAACCTCGATTTTATTT TCTAATGTTATTGCAATA
GCT CGGTA TAAT GTAAC CATGT TACT AGCTT AAGAT GGTT AGGGT TTCCCACTT AGGAT GTATGAAAT ATCGCATTGGAGCATCTCCAGCAAGCCATTTTT TTGAC GGTTAACA
GCAGGAGC TCTGCTTTT CATTA TAGGAGAGG GAAAT GCTG TACAGACTGAAGTC AGTCA GAGCAAAGT AACTT AGAAT CATT TATGG GCCAC CCTG CACAG GGCAGAAGGC AGG
CAGGAACGATCCTCTACAGCCG TCGGATTGC CTCCATCAGAGGAATCCTG GCCG TTAAT CATGC TCTG GCCCAGTGGT CAGAATGCA TCAAC CAGACTGAGGTGCT CGCCT CCT
TAT TGGTAAAGGATGCA GCGGT ACGA GCCTATTGAACAGATCcTGTTCAAGTAA GGCCGTTCTC CAGCAAGCCATTTC CTAGCTTAT TAATGAGAG AGAGA GAGGG GGGGG GTC
TGTATTCT GCGAGCAAT TCAAAAACT TCCAT TGTTC TGAG GTGTACGCAT TGTAGGGAT CTCCCATTA TGAAGAGGAT ATAGTTAAT TCTTT GTAACCTAC TTGGAAACTT GAG
TCT TGCGG CATC GCTAA TATAT TCTATCATCACAAT ACTT AGAGGATGCA TCTGAATAT TTTAG TGGGATCTT GCA(]
TT CACACAATCCATTT TTTTC TGT
TCT TTTTT CTGT ATGCG CCTCT TCAC CCATT TGGAGCTAT TACAT CCTAA TGCT TCGTG CACAT AGAATATTT GGATA TAAT TCTTT AGTAGACAT ATAGT ACAACAACAGTTG
GTATTTCT GACT TGTAT GACCATTTTATTGT TGTTGGCTT GTTCC
IAAGT AGTCCAATTAATTT TAGCT GCTT TACTG TTTAT CTGG TATTC TARAT GGCAG GGC
CGTATCGACGAGTATTT TTCCATTCTATATAATTGT GCTACATGACTTCT TTTT TCTCAGATGT ATTAAACCAGTTGGACAT CAAAT GTATT TGGT ACATC TAGTAAACTGACA
GTT TCaAAAGAACATCGTTTTG TAAT GGCAA CATGATTTGATGCCATAGA TGTGGACTGAGAAG TTCAGATGC TATCAAGAAAATTAATCAACTGG CCATG TACTC GTGGCACT
ACATAGAGTTTGCAAGT TGGAAAACT GACAGCAATACCTCACTGATAAGT AGCT AGGCCCCACT TGCCAGCTT CATAT TAGATGTTACTTCCCTGT TGAAC TCATT TGAACATA
TTACTTAAAGTTCTTCATTTGT CCTAAGTCAAACTTCTTTAAGTT TGACC AAGT CTACT GAAARAATATATCAACATCTACAACACCAAATTGGTTT CATTAGATTCACAATTTT
TAT TTTGT TATATTAGCACACCTTTGATGTT GTAGATATCAGCACATTTT TCTACAGAC TTGGT CAAATATAGAGAAGTTTGACTTAGGACAAATC TAGAACTTCAATCAATTT
GGA TCAGA GGGGATAGT CCATACTGG TTGAT TATAT TCGG TAACATCAAA TAAT ATAGA TAGAT GTCAACACT TTAAC AARAAAATC AGACC TTGT CACCAAATAT GTATCAGA
CCATCTGT TTGC TTTAGCCACT TGTT TTCATATTTATGTGTTTGT ACCTAATCTATTTT TACTT CTAC TTGGT TTGGT TGAT TTTTT TTCAGTTGC ATTGC TTCAT CAATGATT
TTGTGTACCCTG

TG TAGC TCTGACTTCT GTCA CCATA TTTGG CTAACTGTT CCTGT TAAATCTGT TCTTACACATGTCGATATT CTATTCTT
ATG

G TCAT CAAGT GGTTT CAGT AACTT TTTTA GGGC ACTGAAATAA TTGC TATGCATCAT AACATGTAT CATGA TCAG GACTT GTGCT ACGGAGTCT TAGAT AGTTC CCT
AGTACGCT TGTACAATT TTACC TGAT GAGAT CATGGACGA TTCGAAGTGA TTAT TATTTATTTT TCTT CTAAG TTTGC TTCT TGTTC T

GTGCT
TACAGTAT TTAT GATTT TTAAC CAGT TAAGT AGTTT TATT TTGGGATCAGGCTG TTACT CTTTT TGTT AGGGG TAAGA TCTC TCTTT TCATAACAA TGCTAATTTATACCT TGT
ATGATAAT GCAT CACTTAGGTAATTT GAAAA GTGCAAGGC CATTCAAGCT TACGAGCATATTTT TTGA TGGCT GTAAT TTAT TTGAT AGTAT GCTT GTTTG GGTTT TTCAG TAA
ATGGGAGT GTGT GACTAATGTT GTAT TAGAAATGGG CAAC CTTGT CAATT GCTT CAGAAGGCTAACTT AGATT CCGTA AACG CTTCA GAAAT GAGA GGCTA TTCCC ATGGA CAT
GAAATTATACTT CAGTG TGTTC TGTA CATGT ATTTG TAAG AGCAA GAGCA ACAT GGTTT AACTT AAAT TCCTG CACTG CTAT GGAAT CTCAC TGTATGTTG TTAGT GTAACATC
CGCAAACAAGTAATCCT GAGCT TTCAACTCA TGAGA ARAT ATGAG GTTCC ACTT CTGCC AGCAT TAAC TGTTC ACAGT TCTAATTTG TGTAACTGT GAAAT TGTTC
[AAGTGCAGGAATAT
TGG TGATT ACAT GCGCACAATGATCT AGATT ACAAT TTCT AAATG GTAAAAGGAAAATA TGTAT GTGAATATC TAGACATTT TCCTG TTATCAGCT TGTAT ACGAGAAGTCATA
CATGGTTT AAAT AGCAAATCTC AGAAATGTA ATGGC TAGT GTCTT TATGC TGGA CATTG TACAT TGCG CTGTA GCAGG CCAG TCAACACAGT TAGCAATAT TTTCAGAAACAAT
AAT TATTT ATAT CCGTA TATGG GGAAAGTAG GTATA TAAACTGTGGTCAT TAAT TGTGT TCACC TTTT GTCCT GTATA AGCA TGGGC AGTAG GTAA TAAAT TTAGC CAGAT ARA
ATAAATCG TTAT TAGGT TTACA AAAG GAATA TACAGGGTCATGTAGCATATCTAGTTGT AATTA TTGAAAAGG CTGAC AAAA GGCTC GGTAAAAAA AATCC AGATA CGCAG GAA
CGC GACTA AAGC TCAAA TATTT ATAG TGGTC TCTGT TGCT TGCTG TATAT TTGT ATCTG CACAT ATAT GAAAT TACTA CTAC ACAGC TGCCAATCT GTCAT GATCT GTGTTCTG
CTT TGTGC TATT TAAAT TTTAA TTCGATACA TTGGC AATAATAAA CTTAA CTAT TCAAC CAATT TGGT GGATA CCAGAGATT TCTGC CCTCT TTTC GTAAT GTTGT GCTCC TGC
TGC TGTTC TCTGCTGTT ACAAAAGCT GTTCT CAGTT TTTT TACAT CATTATTTT TGTGT GTGAG TACT TTTAG CATGT TTTT CGAAGCTGTGAGTT GTTGG TACTT AATACATT
CTT GGTAG TGTC CAAAT ATGCT GCAG TCTAA TTTAG CATT TCTTT AACAC

IAC TAGCT GTTACTTTT GGACCAAAAG AAT

TACACAAT TGAT TTGTC TCATC AGAT TGCTAGTGTT TTCT TGTGA TAAAGATTG GCTGC GTCAC CCAT CACCAGCTAT TTCC CAACT GTTAC TTGAGCAAAATTTG CTGAAAAC
GTACCATG TGGT ACTGT GGCGG CTTG TGAAC TTTGA CTGT TATGG TGCAAATTT CTGTT CTTAT TTTT TTGAT TGCTT ATGT TACCG TTCAT TTGC TCATC CCTTT CAGAGACC
AGC CAAAG TCACGTGTAGCTGT GTGA TCTAT TATCT GAAT CTTGAGCAAA TTTT ATTAA TAGGG TAAAACCCA ACGAA TTAT TTGCT TGAAT TTTAATATA CAGAC GTATAGTC
ACCTGGTGCTTTCTTAAATGAT TACCATAGT GCCTGAAGG CTGAAATAGT TTTG GCGTT TCTTG GACG CCGCC TAAAG GAGT GATTT TGGGT AGAT TCCTG GTCGA GCCCT CGT
TACAACATACAT TTTGGAGATA TGCT TAGTAACTGC TCTG GGAAG TTTGG TCAGAAGTC TGCAT CTACACGCT CCTTGAGGT TTTAT TATGACGCCATCTT TGTAA CTAGT GGC
AGC TGTAA GGAAACACA TTCAAAAGGAAACGGTCACATTATTCTAGTCAG GACCACCACACTAA GAGGAATAT TCTGT TCCAATTTT ATGAG TTTT TGGGA CTCCAAAGGG AAC
AAAAGTGT CTCATATTG TGCTTATAACTACAGTTGT TTTT ATACCAGTGT AGTT CCATT CCAGG ACAG TTGAT ACTTG GTAC TGTGC TGTAAATTA TTGAT CTGGC ATAGA ACA
GCATGAACATAT CAAGC TCTCT TTGT G
CAGTCTT TACAACTTT AATTG CATTC TGCA TAGTT GTGAT TTACT GTA
ATT TGAAC CATGCTTTG TTTTCACAT TGTAT GTATTATGT AATCT GTTGC TTCC AAGGA GGAAG TTAACTTCT ATTTACTTG G
[AAGTTTT AGCTT AGCTATTACATTTC CTCAC TAGAT CTT
TAT CGGCCATTTATTTC TTGAT GAAA TCATAATGTT TGTT AGGAAAGATCAACATTGCT TTTGTAGTT TTGTAGACGT TAACATAAA TATGT GTTAAGAGT TGTTGATCAT TAA

GAA TATCATGAT TTTTT GTIGCACATECAGATTTT CTTAGATAT CGTGG TATG CAAGAGTTCGATCAGECAA TCCAG CATC TTGAG GARANATAT GGClATGTC ACTGG TTT
GTC TTTGT TGCA TAACA AGTCA CAGT TTAAC ATTAG TCTC TTCAAATGGT CAAA ARAGT GTAGA ATTAATTTC TGTAA TGAG ATGAA AACTG TGCA AAGGC GGGAG CTGGAATT
GCT CTTCA CCAA TTAAR ACTAT TTTC TTGAG CGATA GTGT ATTGA TACCT ATAC CAACA CTGAC AATG TAACT Gl

TGCT TTGCT TTTGC ATTG TCCAC CCTTC ACCAGTAGGGTTAG TGGG GGCTT CTACAACTT TTAAG TCCACATGTATAGAGTTTG TTGG TCGTG CAGCT ATCAA TAT
AAAGAATATGATAATTT GTAAAGAAAAGAAT TTGTT GCTC GAGCT GTTGT AGTC ATATAACATC CCCGAAGCA CATCT ACTATTCAT TCATATTAT CTACT TAAGG GTTTG TTA

CAATCTTT GTAC TCAGT TGGAC TCAC TCTAA TACTG GAAC TGTTT ACCGAATCT ACCCT AATCA TCCT AGCAG TTTTA GAGC AGCCC CATTT GGAC AGTCCACTGGGTTTAGTT
GGT TTGTGACAG TTTCT GCTAT TTCT TATC]| GTC

TGG GCCCAAGCG TTACT TGACT CGTC TTGAC TCAAC TGCT TACAAATCTGAATCAACTT CTCAT TTGC TGATG CCCTT GC|
GAACCAG CAGCT GCTT GTTAC AAGGC AAAG AGAGA ACTCC AGAG AGCTC GTGGA TCGTGAGC
GAA GCGAC GGGC AACGG CGCGA GGCT GCTCT AAGCG CCAT GACTG GGAGG GGAT CGTGC CTCTT CCCC AGATG CCAGG AGGA GCAGA TGGAT AGGT AGCTT GTTGG TGAGC

Figura 4.3. Sequenza nucleotidica del gene SBEIla-A. In celeste sono evidenziati gli esoni, in rosso i
siti di splicing del gene e il codone di stop.
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Gli introni hanno dimensioni comprese tra 87 bp dell’introne XXI a 870bp dell’introne XI. Le
sequenze dei due geni SBElla-A e SBEIla-B isolati da T. aestivum ¢ il gene SBEIlla-DAI da Ae.
tauschii sono state comparate per allineamento utilizzando ClustalW. Le percentuali riscontrate hanno
evidenziato una similarita del 91% tra gli alleli del sub genoma A di 7. aestivum e del genoma D di

Ae. tauschii rispetto al 90% ottenuto dall’allineamento di SBEIla-A/B e SBEIla-B/D.

Una tendenza simile ¢ stata registrata dall’analisi di comparazione tra le sequenze di cDNA dedotte
dai tre omeoalleli: in questo caso il livello di similarita minore ¢ derivato dal confronto tra I’allele del
genoma B e quello del genoma D (97%); gli alleli SBEIla-A/SBEIlla-D ¢ SBEIlla-A/SBElla-B
condividono il 98% di similarita. Le differenze tra le sequenze di cDNA dedotte dei tre omeologhi
sono rappresentate maggiormente da sostituzioni a singolo nucleotide (SNP). In tutti le posizioni
nucleotidiche polimorfiche, soltanto uno dei tre alleli presenta la sostituzione nucleotidica: 26, 25 e 21
SNP sono stati individuati, rispettivamente, negli omeologhi del genoma D, A e B. Oltre alle
sostituzioni nucleotidiche sono presenti alcuni polimorfismi costituiti da inserzioni e delezioni (indel).
Due delezione di 3 e 9 nucleotidi sono presenti in posizione 45 ¢ 58 del cDNA del gene di Ae.
tauschii; una delezione di 3 bp e una inserzione di 3 bp, rispettivamente in posizione 67 e 213, del
cDNA di SBEIla-B. Tutte le indel evidenziate nei cDNA dei tre alleli sono posizionate nella regione
codificante per il peptide segnale (transit peptide); fa eccezione la tripletta GCC in posizione 213
dell’allele B. La stessa inserzione ¢ stata trovata in un’altra sequenza presente in°® acc. BT008928), che
condivide il 99% di similarita con la sequenza cDNA di SBEIla-B; le divergenze tra le due sequenze

sono dovute esclusivamente a singole sostituzioni nucleotidiche.

Le indel presenti nelle regioni introniche hanno dimensione comprese in un intervallo da uno ad
alcune centinaia di nucleotidi. Ciascuna inserzione, con dimensioni apprezzabili (>10 nt), ¢ stata
sottoposta ad un’analisi di comparazione con le sequenze presenti in Banca Dati (NCBI) attraverso

I’applicazione BLAST-Search.

Un’inserzione di 116 bp, posizionata in corrispondenza dell’introne XIV del gene SBEIla-B, ha
mostrato un elevato grado di similarita (95% con una Query Coverage 98%) ad un elemento

trasponibile di tipo MITE (Minature Inverted Repeat Element) appartenete alla famiglia Stowaway.

L’inserzione presenta la sequenza TIR (Terminal Inverted Repeat) caratteristica della famiglia
Stowaway. Elementi MITE sono stati ritrovati in tutti i maggiori cereali; in frumento, elementi
Stowaway sono stati precedentementi individuati in alcuni loci del genoma B, come nel locus GLU-1
(Ragupathy et al., 2008). Gli elementi MITE sono caratterizzati dalla presenza di sequenze TIR di
dimensioni 10-15 bp, hanno dimensioni comprese tra 100 e 500 bp e si inseriscono in siti ricchi in A ¢

T.

97



Un’ulteriore inserzione di 90 bp, individuata nell’introne XV dello stesso gene, ha mostrato una

percentuale di similarita del 96% (query coverage 94%) con un elemento trasponibile del tipo MITE.

\

E stato inoltre individuato un ulteriore elemento di tipo MITE-Stowaway in un’inserzione dell’introne
XVI del gene SBEIla-DA1 di Ae. tauschii. L’inserzione di 150 bp ha mostrato un’identita del 91%
(Query coverage 100%) con una elemento MITE gia ritrovato all’interno della sequenza genomica di
T. aestivum (n° acc. GQ169689) (Fig. 4.4). Un’inserzione di 130bp localizzata nell’introne XI dello
stesso allele ha mostrato una similarita dell’81% con un elemento invertito di tipo 1 gia ritrovato nel

genoma di 7. monococcum (n° acc. AY485644).

TAACTTATGCAGAAAGTCATGATCAAGCACTAGTTGGTGACAAGACTATTGCATTCTGGT 7405
TAACTTATGCAGAAAGTCATGATCAAGCACTAGTTGGTGACAAGACTATTGCATTCTGGT 7322
TCACTTATGCAGAAAGTCATGATCAAGCACTAGTTGGTGACAAGACTATTGCATTCTGGT 7474

* E R I R I IR I R I S R IR I I IR I I I I I I e I R I I I I b I I I I IR I I I b L I I b b I

o »

TGATGGATAAGGTACTAGCTGTTACTTTTGGACCAAAAGAAT - = —————————————— — — 7447
TGATGGATAAGGTACTAGCTGTTACTTTTGGACAAAAGAATTACTCCCTCCGUTCCTAAA 7382
TGATGGATAAGGTACTAGCTGTTACTTTTGGATCAAAAGAAT—————————————————— 7516

R R S b b I I I I e I I I I I I S I I I I I I * K X * *

® O »

D TATAAGTCTTTGTAGAGATTCCACTATGGACCACATAGTATATAGATGCATTTTAGAGTG 7442

D TAGATTCACTCATTTTGCTTCGTATGTAGTCCATAGTGAAATCTCTACAGAGACTTATAT 7502

A - TACACAATTGATTTGTCTCATCAGATTGCTAGTGTTTTCTTGTG 7491

D TTAGGAACGGAGGGAGTACATAATTGATTTGTCTCATCAGATTGCTAGTGTTTTCTTGTG 7562

B -\ —\—— CACATAA--GATTTGTCTCATCAGATTGCTCATGTTTTCTTGTG 7558
Kok Kk koK Kk kK Kk kK ke ke kK Kk ok ok Kk ok kK Kk ok ok K Kk Sk kK Kk kK ok ok ok k

Figura 4.4. Inserzione nell’introne XVI gene SBEIla-DAI di un elemento di tipo MITE.

\

E stata inoltre confermata la presenza di un’inserzione nell’introne IX del gene SBEIla-A risultata
simile al gene di frumento U3 snRNA (RNA nucleari ricchi in U coinvolti nel meccanismo di splicing)
(Genbank n° acc. X63065; 91% similarita su 207 bp) (Konovalov et al., 2008). La sequenza dello
pseudogene presenta orientazione invertita, corrisponde al snRNA processato, ¢ fiancheggiata da
duplicazioni di 17 bp e contiene code poli-T all’estremita 5°. Queste caratteristiche hanno suggerito
che I’inserzione del gene possa essere avvenuta per mediazione di elementi retrotrasponibili di tipo L1
(LINET1). Non sono state riscontrate omologie di sequenza con elementi trasponibili per le altre indel

individuate nei tre omeoalleli.
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4.3 Caratterizzazione di una inserzione U3-snRNA gene like in SBEIla-A

La comparazione dei tre omeoalleli con una sequenza di 7. monococcum, corrispondente alla regione
compresa tra I’esone IX e XII del gene SBEIla (n° acc.. EU24969.1), ha rilevato la presenza di una
delezione di 56 nucleotidi nell’introne IX di 7. monococcum (fig.4.5). La delezione ¢ localizzata in
corrispondenza della regione 3’ dello pseudogene U3 snRNA (introne I1X) e si estende alla regione

intronica adiacente.

EU242691.1 attgcctccatcagaggaatcctggctgttaatcatgctctggecccagtggtcagaatge 489
SBEIIa-A attgcctccatcagaggaatcctggecgttaatcatgectctggecccagtggtcagaatge 540

EU242691.1 atcaaccagactgaggtgcttgcctecttattggtaaaggatgcagecggtacgagectat 549

SBEIIa-A atcaaccagactgaggtgctcgecctecttattggtaaaggatgcagecggtacgagectat 600
EU242691.1 tgaacagatcctgttcaagtaaggccgttctccage-————————--—---"-"-"-"-"-"----——- 585
SBEIIa-A tgaacagatcctgttcaagtaaggccgttctccagcaagccatttcctagettattaatg 660
EU242691.1 ——--———-———————————————————————— gagcaattcaaaaacttccattgttctg 613
SBEIIa-A agagagagagagggggggggtctgtattctgcgagcaattcaaaaacttccattgttectg 720

EU242691.1 aggtgtacgcattgtagggatctcccattatgaagaggatatagttaattctttgtaace 673
SBEIIa-A aggtgtacgcattgtagggatctcccattatgaagaggatatagttaattctttgtaacc 780

EU242691.1 tacttggaaacttgagtcttgcggcatcgccaatatattctatcatcacaatacttagag 733
SBEIIa-A tacttggaaacttgagtcttgcggcatcgctaatatattctatcatcacaatacttagag 840

EU242691.1 gatgcatctgaatattttagtgggatcttgcacaggaaccgaagataaattcatatgcta 793
SBEITIa-A gatgcatctgaatattttagtgggatcttgcacaggaaccgaagataaattcatatgcta 900

Figura 4.5. Allineamento delle sequenza EU242691.1 di T. monococcum e SBEIla-A di Triticum
aestivum. In grigio ¢ evidenziata la sequenza dell’esone X; la figura evidenzia la presenza di una

delezione di 56 bp nell’introne IX di T monococcum.

E stato allestito un esperimento di PCR al fine di studiare il polimorfismo individuato, in diverse
accessioni di frumenti coltivati, selvatici e progenitori.

Una coppia di oligonucleotidi (A™-F/A™-R), specifici per il genoma A, ¢& stata utilizzata per
amplificare una porzione del gene di circa 500 bp posizionata a cavallo della regione corrispondente
alla delezione di 56 bp di 7. monococcum. 11 frammento PCR di interesse ¢ stato isolato dal DNA
genomico dei seguenti frumenti: T. aestivum (A"A"), T. turgidum (A"A"), T. urartu (A"A"), T.
boeoticum (A"™A™), T. monococcum (A"A™), T. dicoccoides (A"A"), T. dicoccum (A"A"), T.
araraticum (A"A") e T. timophevii (A"A") (Fig. 4.6).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S M

Figura 4.6. Analisi elettroforetica su gel di agarosio dei frammenti PCR (A™-f/A"-r). 1) T. aestivum,
Chinese Spring; 2) T. turgidum, Langdon; 3-4) T. urartu a e b, 5-6) T. boeoticum a e b; 7-8) T.
monococcum a e b; 9-10) T. dicoccoides a e b; 11-13) T. dicoccum a, b, c; 14) T. araraticum a; (15) T.
timophevii a. Le accessioni utilizzate sono riportate nella sezione Materiali e Metodi (Cap. 3). a, b, e c

indicano il riferimento delle accessioni utilizzate.

L’analisi elettroforetica dei frammenti PCR ha evidenziato la presenza di un polimorfismo tra le bande
del gruppo costituito da 7. urartu e i frumenti poliploidi, e il gruppo di 7. boeoticum e monococcum:
per quest’ultimo gruppo ¢ stata ottenuta un banda di dimensioni inferiori (circa 450 bp) rispetto al
frammento di 500 nucleotidi isolato per il primo gruppo. Questi dati confermano I|’assenza
dell’inserzione di 56 bp in T. monococcum e boeoticum caratterizzati dal genoma A™A™. La presenza
dell’inserzione in 7. urartu, nei frumenti tetraploidi selvatici e coltivati e in aestivum suggerisce che

I’inserzione derivi dal progenitore del genoma A.

4.4 Caratterizzazione di un inserzione transposon-like in SBElla-B

La regione del gene SBEIla, corrispondente all’inserzione transposon-like nell’introne XIV dell’allele
SBEIla-B (Fig. 4.7), ¢ stata analizzata, attraverso un approccio di PCR, in diverse accessioni di
Aegilops sezione Sitopsis e nei maggiori frumenti poliploidi selvatici e coltivati.

E stata utilizzata una coppia di oligonucleotidi (SBEIIa*"F/ SBEIIa*""'R) in grado di amplificare la
regione polimorfica nei due alleli SBElla-A e SBEIla-B. Le dimensioni attese per i due frammenti

omeologhi sono 320 bp e 440 bp rispettivamente per gli alleli del genoma A ¢ B.

L’analisi su gel d’agarosio degli ampliconi prodotti (Fig. 4.8) ha evidenziato la presenza della banda di
440 bp, corrispondente alla sequenza del genoma B contente I’inserzione dell’elemento MITE, in 7.
araraticum, T. timophevii, T dicoccum e in T. aestivum. 1 quattro frumenti diploidi con genoma SS
presentano un’unica banda di mobilita di poco superiore alla banda di 316 bp del genoma A; una

banda di mobilita simile ¢ presente sia in Langdon che nel selvatico T. dicoccoides.
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SBEITa-B
SBEIIa-A
SBEIIa-D

T TTTTA
CCAGT TA.
g CTAGT TA.

SBEIIa-B
SBEIIa-A
SBEITa-D

SBEIIa-B
SBEIIa-A
SBEIIa-D

SBEITa-B
SBEITa-A
SBEIIa-D

SBEIIa-B
SBEIIa-A
SBEIIa-D

SBEIIa-B
SBEIIa-A
SBEIIa-D

SBEITa-B
SBEIIa-A
SBEIIa-D

Figura 4.7. Allineamento delle sequenze dell’introne XIV dei tre omeoalleli SBEIla. L’inserzione
nell’allele SBEIIa-B corrisponde alla sequenza di 116 bp transposon like. Nel riquadro in rosso ¢

contenuta la sequenza TIR caratteristica dell’elemento trasponibile.
A

7 8 10 11

441bp

316bp

B C

12 345 6 7 8 91011

| ||\||||||||||||||||lllll!lllll||||l!|

Figura 4.8. Analisi elettroforetica dei frammenti PCR rispettivamente ottenuti dalle coppie di
oligonucleotidi: A) SBEIa™™'F / SBEIIa™" )R ¢ C) SBEIIa™F /B*VR: i frammenti sono stati
amplificati dal DNA genomico di 1 e 2) T. speltoides a e b; 3) T. searsii; 4) T. sharonensis; 5) T.
longissima; 6 e 7) T. araraticum a e b; 8 ¢ 9) T. timophevii a e b; (10) T. turgidum LDN; 11) T.
aestivum. In B) frammenti PCR SBEIIa*™'F / SBEIIa*'R per: 1 ¢ 2) T. dicoccoides a e b; 3) T.
dicoccum. | materiali usati sono descritti nel capitolo 3.
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I due frammenti amplificati da 7. dicoccoides e T. turgidum sono stati sequenziati: il frammento di
dimensioni minore ¢ risultato identico alla regione corrispondente dell’allele SBEIlla-A di T. aestivum;
la banda superiore corrisponde al frammento isolato dal genoma B. L’analisi della sequenza
nucleotidica della banda superiore ha evidenziato I’assenza dell’inserzione di 116 bp corrispondente
all’elemento trasponibile di tipo MITE (Fig. 4.9). Al contrario il sequenziamento della banda di 440 bp
dei due frumenti 7. timophevii e T. araraticum ha confermato la presenza dell’inserzione MITE. Nella
figura 4.8 C ¢ riportata I’analisi elettroforetica dei prodotti PCR ottenuti utilizzando una coppia di
oligonucleotidi specifici per il genoma B (BXVf/B*'r) e in grado di amplificare la regione
comprendente I’inserzione transposon like: & stata ottenuto un prodotto di amplificazione solo per i
frumenti araraticum, timophevii e aestivum. Questo esperimento conferma i risultati ottenuti nel primo

esperimento di PCR.

timophevii alta
araraticum alta

UPATACTCCCTCCGTCTGGRAATACTTGTCGGAGGAATGAATGTATCTAGACGTATTTTA 90
VAT ACTCCCTCCGTCTGGAAATACTTGTCGGAGGAATGAATGTATCTAGACGTATTTTA 172

B aestivum TACTCCCTCCGTCTGGAAATACTTGTCGGAGGAATGAATGTATCTAGACGTATTTTA 187
dicoccoides alta 102
speltoides (1) 118
speltoides (2) 117
turgidum (alta) . TC 118
A aestivum cluv-Xelelele T2 €A TCT@TCTTWTCATAAS 113
dicoccoides (bassa) jicitiv-Xelelele T2 2 €A TCT@TCTTITCATAAS 86
timophevii alta GTTCTAGATACATCCATTTTTATGCATTTCTCCGTCAAGTATTTCCGGACGGAGGGA! 190
araraticum alta GTTCTAGATACATCCATTTTTATGCATTTCTCCGTCAAGTATTTCCGGACGGAGGGA! 272
B aestivum GTTCTAGATACATCCATTTTTATGCATTTCTCCGTCAAGTATTTCCGGACGGAGGGA 287
dicoccoides alta 144
speltoides (1) 160
speltoides (2) 159
turgidum (alta) 160
A aestivum 155
dicoccoides (bassa) 128
timophevii alta 284
araraticum alta 372
B aestivum 387
dicoccoides alta 244
speltoides (1) 260
speltoides (2) 259
turgidum (alta) 260
A aestivum 255
dicoccoides (bassa) 228
timophevii alta

araraticum alta N N N O 391
B aestivum TTATATTATTTATTTACTTGCGGAAGAAATGGGCAACCT TG T CAAT TG . « v v v v vttt e e e et etnaaaaeeeeeeeeannnnnnnssseseeeennnn 435
dicoccoides alta TTATATTATTTATTTACTTGCGGAAGAAATGGGC 278
speltoides (1) TTATATTATTTATTTACTTGCGGAAGAAATGGGCAACCTTGTCAATTGCTTCAAGATCTCTGCTGCCTTGGTGGCAGCATTCACTCTACCCTCCATCAAT 360
speltoides (2) TTATATTATTTATTTACTTGCGGAAGAAATGGGCAACCTTGTCAATTGCTTCAAGCAGACT TAATTGG . v v v vttt eneeeeaiaeeeeeennnnn 327
turgidum (alta) TTATATTATTTATTTACTCGCGGAAGAAATGGGCAACCTTGTTAAATGCTTGAGCATATAATGTGGTGCTTACCTGGGGGACACCTGCGGTATGCTACAC 360
A aestivum TTGTATT............coo... AGAAATGGGCAACCT TG TCAAT TG . v vttt it eeeee e aanenaaeseeeennnenannnnsssseseeennnn 286
dicoccoides (bassa) TTGTATT............coo... AGAAATGGGCAACCTTGTCCATTG 259

Figura 4.9. Allineamento delle sequenze dei frammenti PCR ottenuti utilizzando la coppia di

oligonucleotidi SBEITa™"'F / SBEIIa®™")R dal DNA genomico di 7. dicoccoides (gen. A e B), T.

turgidum (gen. B), T. aestivum(gen. A e B), T. araraticum (gen. G); T. timophevii (gen. G).
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4.5 Proteine SBEIIa

L’analisi delle sequenze amminoacidiche dedotte dei geni SBEIla-A e SBEIla-B ha rilevato che i due
geni codificano per un precursore della proteina SBEIIa costituito da un peptide segnale e dalla forma
matura della proteina. Attraverso il confronto delle sequenze amminoacidiche dedotte dei due geni con
la sequenza N-terminale dell’enzima SBEIla (Morell et al., 1997; Nair et al., 1997) ¢ stato possibile
identificare le regioni codificanti per il peptide segnale di 162 bp e 159 bp, e le regioni codificanti per

la proteina matura di 2313 bp e 2310 bp, rispettivamente per i geni SBElla-A e SBEIla-B.

I due geni SBEIla codificano per una proteina (sequenza dedotta) di 823 aa. Le sequenze del peptide
segnale consistono di 54 aa sia per SBEIlla-A e SBEIla-DAI e di 53 aa per SBEIla-B.

Il gene SBEIla-A codifica per una proteina matura di 769 aa come gia trovato da Nair et al. (1997);
wSBEIla-B codifica per un polipeptide maturo di 770 aa dovuto all’inserzione di una treonina in
posizione 74 (sequenza non matura). La presenza di questa inserzione nell’allele del genoma B ¢ stata
confermata nel cDNA isolato da frumento tenero gia presente in Banca Dati (n® acc. BT008928).
L’analisi della sequenza proteica con I’applicazione di NCBI Conserved Domain Search Service ha
portato all’identificazione di tre domini conservati principali corrispondenti al dominio N-terminale
degli enzimi Glycogen Branching, e rispettivamente il dominio catalitico e il dominio C-terminale

(all-beta domain) delle a-amilasi (Fig. 4.10).

Query sedq.
Specific hits
Hon-specific Glucogen_ Alpha—amylase Alpha-amdlase_G
Bits ' CBM_48 ' Aamy

| E_set

Pullulan
Superfanilies |E_,set superfamily Alpha-amylase superfamily Rlpha—amy lase_C
Hulti-donains GlgEB

PRK12313
branching_enzym

Figura 4.10. Rappresentazione dei tre domini catalitici identificati per le proteine SBEIIa.

L’analisi delle sequenze amminoacidiche dei due geni neocaratterizzati ha portato all’individuazione
dei quattro domini caratteristici degli enzimi amilasici e mostrati in figura 4.11 (Buisson ef al., 1987).
Inoltre ¢ stata riscontrata la presenza di una quinta regione che rappresenta un dominio caratteristico

degli enzimi SBEII.
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SBEIIa-A
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SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

SBEIIa-A
SBEIIa-B

Figura 4.11. Allineamento delle sequenze amminoacidiche dedotte dai due alleli SBEIla-A e SBEIla-
B. 1l riquadro in nero delimita la sequenza dei peptidi segnale. In rosso € evidenziata 1’inserzione di
una treonina in posizione 20 dell’allele del genoma B. Le regioni sottolineate corrispondono ai quattro

domini catalitici degli enzimi amilasici. La quinta regione evidenziata in giallo ¢ un dominio

MATFAVSGATLGVARPAGAGGGLLPRSGSERRGGVDLPSLLLRKKDSSRAVLSRAASPGK
MATEFAVSGATTGVARPASAGGG-TTRSGOSFRRGGVDTPSTILTRKKDSSRAVI,.SRAASPGK

VLVPDGESDDLAS-PAQPEELQIPEDIEEQTAEVNMTGGTAEKLESSEPTQGIVETITDG
VLVPDGESDDLAA.PAQPEELQIPEDIEEQTAEVNMTGGTAEKLQYSEPTQGIVETITDG

VTKGVKELVVGEKPRVVPKPGDGOKIYEIDPTLKDFRSHLDYRYSEYRRIRAAIDQHEGG
VTKGVKELVVGEKPRVVPKPGDGOKIYEIDPTLKDFRSHLDYRYSEYKRIRAAIDQHEGG

LEAFSRGYEKLGFTRSAEGITYREWAPGAHSAALVGDFNNWNPNADTMTRDDYGVWEIFL
LEAFSRGYEKLGFTRSAEGITYREWAPGAHSAALVGDFNNWNPNADTMTRDDYGVWEIFL

PNNADGSPATIPHGSRVKIRMDTPSGVKDSISAWIKESVQAPGEIPFNGIYYDPPEEEKYV
PNNADGSPAIPHGSRVKIRMDTPSGVKDSISAWIKESVQAPGEIPFNGIYYDPPEEEKYV

FOHPQPKRPESLRIYESHIGMSSPEPKINSYANFRDEVLPRIKRLGYNAVQIMAIQEHSY
FOHPQPKRPESLRIYESHIGMSSPEPKINSYANFRDGVLPRIKRLGYNAVQIMAIQEHSY

YASFGYHVTINFFAPSSRFGTPEDLKSLIDRAHELGLLVLMDIVHSHSSNNTLDGLNGEDG
YASFGYHVTNFFAPSSREGTPEDLKSLIDRAHELGLLVLMDIVHSHSSNNTLDGLNGEDG

TDTHYFHGGPRGHHWMWDSRLENYGSWEVLRFLLSNARWWLEEYKFDGEFREDGVTSMMY T
TDTHYFHGGPRGHHWMWDSRLENYGSWEVLRFLLSNARWWLEEYKFDGEFREDGVTSMMY T

HHGLOMTFTGNYGEYFGFATDVDAVVYLMLVNDLIHGLYPDAVSIGEDVSGMPTFCIPVP
HHGLOMTFTGNYGEYFGFATDVDAVVYLMLVNDLIHGLYPDAVSIGEDVSGMPTFCIPVP

DGGVGEFDYRLHMAVADKWIELLKQSDESWKMGDIVHTLTNRRWLEKCVTYAESHDQALVG
DGGVGEFDYRLHMAVADKWIELLKQSDESWKMGDIVHTLTNRRWLEKCVTYAESHDQALVG

DKTIAFWLMDKDMYDFMALDRPSTPRIDRGIALHKMIRLVTMGLGGEGYLNFMGNEFGHP
DKTIAFWLMDKDMYDFMALDRPSTPRIDRGIALHKMIRLVTMGLGGEGYLNFMGNEFGHP

EWIDFPRGPQTLPTGKVLPGNNNSYDKCRRREFDLGDADEFLRYRGMOEFDQAMQOHLEEKYG
EWIDFPRGPQTLPTGKVLPGNNNSYDKCRRRFDLGDADFLRYRGMOEFDOQAMOHLEEKYG

FMTSEHQYVSRKHEEDKVIIFERGDLVEVENFHWSNSFFDYRVGCSRPGKYKVALDSDDA
FMTSEHQYVSRKHEEDKVIIFERGDLVEVENFHWSNSFFDYRVGCSKPGKYKVALDSDDA

LFGGFSRLDHDVDYFTTEHPHDNRPRSFSVYTPSRTAVVYALTE 823
LFGGFSRLDHDVDYFTTEHPHDNRPRSFLVYTPSRTAVVYALTE 823

caratteristico degli enzimi SBEII (Buisson et al., 1987).
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4.6 TILLING

4.6.1Sviluppo di coppie di oligonucleotidi allele specifici per I'analisi di TILLING

L’allineamento delle sequenze genomiche degli alleli SBEIlla-A, SBEIlla-B e SBEIlla-DAIl ha
consentito 1’individuazione di regioni geniche adatte a disegnare diverse coppie di oligonucleotidi
genoma specifici per i tre alleli. La specificita degli oligonucleotidi ¢ stata testata per PCR utilizzando
le linee di sostituzione cromosomiche della cultivar di frumento duro Langdon (Joppa et al., 1988). In
particolare sono state utilizzate le linee di sostituzione del cromosoma 2D dove sono localizzate le tre
copie omeologhe del gene SBE/la di frumento tenero (Rahman ef al., 2001). Nella tabella sottostante ¢

riportata la composizione cromosomica delle linee di Langdon utilizzate.

Tabella 4.2. Composizione cromosomica delle linee di sostituzione disomiche di Langdon.

Langdon LND D(2A) LND 2D(2B)
Cromosoma Assente 2D 2A 2B
Genotipo 2A/2B 2D/2B 2D/2A

La figura 4.12 mostra, a titolo di esempio, I’analisi elettroforetica dei prodotti PCR ottenuti da tre
coppie di oligonucleotidi ciascuna specifica per un omeologo. In totale sono state validate nove coppie
di oligonucleotidi specifici per il genoma A, tre per il genoma B e sette per il genoma D (vedi

Materiali e Metodi).
B o

F

Figura 4.12. Analisi elettroforetica dei frammenti PCR isolati da Langdon (1, 4, 7); da LND 2D(2A)
(2, 5, 8) e; da LND 2D(2B) (3, 6, 9) utilizzando coppie di oligonucleotidi genoma specifici (A) per
SBEIla-A; (B) per SBEIla-B; e (C) per SBEIla-D. Nel gel A la mancanza del prodotto PCR per LND
2D(2A) dimostra la specificita della coppia di oligonucleotidi utilizzati per 1’allele SBE/la-A. M indica

il marker di peso molecolare 1KB.
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Le sequenze degli ampliconi prodotti dalle coppie di oligonucleotidi (genoma specifici) disegnati sono

state analizzate allo scopo di selezionare i farget piu adatti per I’analisi di TILLING.

Sono state selezionate le regioni geniche a piu alta densita di regione codificante. In particolari i
frammenti analizzati contengono da un minimo di quattro ad un massimo di sei esoni con una

dimensione totale della regione codificante compresa tra 350 e 500 bp.

E’ stata inoltre condotta un’analisi delle sequenze nucleotidiche al fine di individuare, in ciascun
frammento, la percentuale di nucleotidi che, in seguito a trattamento con EMS, causano la formazione
di una mutazione deleteria per la funzionalita della proteina. Tale analisi si ¢ basata sulla conoscenza
del tipo di transizione indotta dal trattamento con I’agente EMS (G/A, C/T). Nel calcolo di tale
percentuale sono state considerate le mutazioni non senso e le mutazioni a carico dei siti di splicing. In
tabella 4.3 ¢ riportata la percentuale di potenziali “SNP deleteri” per ciascuno dei frammenti PCR
scelti per 1’analisi di TILLING. E stato inoltre stimato il numero di PCR necessario per identificare
una mutazione deleteria; questo calcolo ¢ stato effettuato per ognuna delle regioni geniche selezionate.
Sono state selezionate tre coppie di oligonucleotidi per 1’allele SBEIla-A, una singola coppia per
SBEIla-B e quattro coppie per SBEIla-D; in figura 4.13 ¢ riportato uno schema delle posizioni degli
oligonucleotidi selezionati all’interno della struttura genica. In ragione degli esoni contenuti e della
specificita per uno di tre genomi, le regioni target sono state cosi nominate: A, AVX - AKX,
BIVIX). pUVD pXXI) R[yVIFX) o DAVD 1 frammento D*YV ¢ risultato interessante in quanto, a fronte
di una dimensione di soli 330 bp, presenta un’elevata densita di siti “potenzialmente non senso”;
questo tipo di frammento risulta ideale per un’analisi di TILLING basata sull’utilizzo dell’HRM in
quanto permette di ridurre notevolmente il numero degli esperimenti PCR che ¢ necessario effettuare
al fine identificare una mutazione deleteria. Le regioni DY"™ ¢ D*YV, seppur considerate adatte, non

sono state analizzate negli esperimenti di TILLING.

Tabella 4.3. Analisi delle sequenze nucleotidiche dei frammenti PCR omeologo-specifici da utilizzare
nel TILLING. In tabella sono riportate le dimensioni dell’intero frammento (Tot bp); le dimensioni
della regione codificante di ciascun frammento (Reg. cod. bp); il numero di nucleotidi presenti nel
frammento che possono creare una mutazione deleteria (Mut. Ns.t+ spl.) non senso o nel sito di

splicing; la percentuale di potenziali mutazioni deleterie (nonsenso+tsplicing).

ATV AV AXI g V1IN @vD p&XID  p(VIEX) p&vD

Genoma A A A B D D D D

Tot (bp) 1717 1564 2095 1746 1986 2200 1000 329

Reg. cod. (bp) 493 358 498 500 580 498 294 148
Mut. (ns+spl.) 11+2*4)  10+2*4)  13+2*4) 14+2%6)  13+(2*5)  13+(2*4)  8&+(2*3) 8+(2*1)
% Mut delet. 3,9 5,0 4,2 4.4 4,0 4.2 4.8 6,8
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Figura 4.13. Schema dei frammenti PCR amplificati dalle coppie di oligonucleotidi genoma specifici
disegnati per i tre alleli. I rettangoli in grigio rappresentano gli esoni; le regioni introniche sono
rappresentate dalle linee orizzontali trasversali agli esoni. La numerazione si riferisce alla posizione
degli esoni all’interno del gene. Le frecce in rosso indicano gli oligonucleotidi specifici per 1’allele del
genoma A; le frecce in verde e in blu indicano gli oligonucleotidi specifici, rispettivamente per
SBEIla-B e SBEIla-D. Per Iallele A sono evidenziati i frammenti PCR: A™" contenente gli esoni I,
I, 1v, V; A Y™ contenente gli esoni VI, VII, VIII, IX; e A contenente gli esoni X, X1, XII,
XII. Per Pallele B il frammento: B™™ che comprende gli esoni IV, V, VI, VII, VIII, IX. Per ’allele

pVI-IX)

D i frammenti: D™ che comprende gli esoni da II a VI; che comprende gli esoni da VII a

1X; D*X che comprende gli esoni da X a XIII; D*YP che comprende I’esone XVI.

4.6.2 Produzione degli ampliconi per I'analisi di High Resolution Melting

Una popolazione di frumento tenero, cultivar Cadenza, mutagenizzata con 1’agente chimico EMS
(Parry et al., 2009; Sestili et al., 2010) ¢ stata analizzata per I’individuazione di SNP nelle regioni
target (A, AVHX AXXID, gAVAX), RUEVD o XX dej tre omeoalleli SBEIIa. Gli ampliconi
omeologo-specifici sono stati isolati da pool costituiti ciascuno da due genotipi della collezione di
DNA genomico isolato dalle piante (M2) della popolazione mutagenizzata. L’utilizzo di pool
composti da almeno due genotipi nel TILLING ¢ funzionale all’individuazione degli SNP attraverso la
formazione di una molecola eteroduplex tra un filamento a singola elica dell’amplicone normale e il

filamento corrispondente mutante (Fig. 4.14).
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Figura 4.14. Meccanismo di formazione della molecola eteroduplex in caso di presenza di uno SNP in

|

—
Normale

uno dei due genotipi presenti nel pool.

La tecnica utilizzata per 1’individuazione degli SNP ¢ stato I’High Resolution Melting basato sul
confronto dei profili di melting degli ampliconi PCR utilizzati. Le specifiche di tale tecnica richiedono
la produzione di frammenti PCR di dimensioni comprese tra 50 bp e 500 bp. Gli ampliconi di
dimensioni ottimali per 1’analisi HRM sono stati prodotti attraverso una strategia di Nested-PCR: i
frammenti PCR omeologo-specifici, descritti nel paragrafo precedente, sono stati utilizzati come DNA
stampo in una seconda reazione PCR finalizzata alla produzione di frammenti corrispondenti ciascuno
alla regione genica di un singolo esone e di dimensioni comprese tra 130 e 300 bp (Fig. 4.15). Le
coppie di oligonucleotidi utilizzate sono posizionate a circa 20 nt a monte (forward) e a valle (reverse)
dell’esone target. Questo tipo di strategia risulta essere selettiva per I’individuazione di SNP
localizzati nella regione codificante ed ¢ ideale nel caso di geni ricchi di regione non codificante come

i geni SBEIla. La strategia di Nested-PCR ¢ stata applicata a tutti le regioni geniche analizzate.

AVIHIX) 6 7 8 9

>{I-EE-—-<

»- [EX9 ]

Figura 4.15. Schematizzazione della Nested-PCR per la produzione degli ampliconi per 1’analisi High

Melting. La figura riporta I’esempio relativo al frammento PCR AM™ isolato dal genoma A. La
seconda reazione di PCR ¢ stata utilizzata per la produzione degli ampliconi corrispondenti alle

regioni dell’esone 6, 7, 8 ¢ 9 di dimensioni comprese tra 120 ¢ 190 bp.
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4.6.3 Dati qualitativi sull’applicazione dell’HRM nel TILLING

Gli ampliconi prodotti attraverso la Nested PCR sono stati sottoposti all’analisi HRM utilizzando lo
strumento Light Scanner (Idahoo). I campioni sono stati analizzati in piastre PCR da 96 posizioni per

un totale di 192 genotipi (96*(2-fold pool)) analizzati in ciascun esperimento.

Nella seconda reazione di PCR ¢ stato aggiunto, prima dell’amplificazione, una sonda fluorescente
(LC-Green) che ha la proprieta di intercalarsi tra le coppie di basi del DNA a doppia elica. Quando ¢
legato al dsDNA (DNA a doppio filamento) LCGreen Plus emette un segnale fluorescenza a 510nm

dopo eccitazione a 470nm.

L’analisi al Light Scanner prevede una fase di lento riscaldamento che provoca la denaturazione degli
ampliconi e il rilascio dell’intercalante fluorescente LC-Green (vd Materiali ¢ Metodi); lo strumento
provvede alla registrazione della diminuzione di fluorescenza verso I’aumento della temperatura che
risulta nella produzione di curve note come “profili di melting” del DNA analizzato (Fig. 4.16).
L’intervallo di temperatura nel quale si verifica il “melting” dipende dalle caratteristiche e dalla

stabilita della specifica sequenza di DNA analizzata.

Melting Curves

Fluorescence

Temperature 'C

Figura 4.16. Esempio dei profili di melting ottenuti dall’analisi HRM (F/T).

La presenza di uno SNP o molecola eteroduplex ¢ stato rilevato attraverso il confronto delle 96 curve
di mellting ottenute nella singola analisi; la presenza della mutazione causa una variazione nella
“forma” del profilo di melting del campione. Il software Light Scanner elabora, per ciascun campione,
curve differenziali che riportano la differenza di fluorescenza (AF), rispetto ad un campione di
riferimento, verso la temperatura: le curve vengono generate scegliendo un campione di riferimento
come linea di base e calcolando i valori di fluorescenza di ciascun campione rispetto alla linea di base.

Questo passaggio facilita la distinzione tra campioni normali e mutati enfatizzando sia le differenze
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nel profilo che nelle temperature di melting. In figura 4.17 ¢ riportato un esempio di identificazione
della mutazione attraverso 1’elaborazione delle curve AF/T; la curva in rosso rappresenta il putativo
mutante identificato. Nel corso delle analisi ¢ stato osservato che picchi caratterizzati da un profilo di
tipo gaussiano sono sempre corrisposti alla reale presenza della mutazione; solitamente mutazioni
nella condizione omozigote hanno dato picchi di questo tipo. Nel caso di picchi dal profilo distorto o
particolarmente basso si sono verificati sia casi di falsi positivi che la presenza di reali mutazioni (Fig.

4.17).

Difference Curves
I

——>» Mutante

A Fluorescence

004 | | | | | | |
B0 81 82 B3 84 85 86

Temperature C

Figura 4.17. Identificazione della mutazione attraverso il software Light Scanner.

Nel corso delle analisi HRM condotte ¢ stato osservato che la presenza di un mismatch
(disappaiamento) all’interno dell’amplicone causa uno spostamento della curva AF/T a temperature
piu basse. Tale caratteristica ¢ stata utilizzata, in caso di incertezza, come criterio per confermare le
mutazioni rilevate dallo strumento. Come mostrato nella figura 4.18 la curva di F/T di una molecola
eteroduplex “taglia” (interseca) le curve dei campioni normali in quanto ¢ caratterizzata da un crollo
piu veloce della fluorescenza probabilmente dovuto alla presenza del disappaiamento della molecola

mutata.

Per I’efficacia dell’analisi ¢ risultato essenziale ottenere prodotti PCR il piu possibile omogenei in
termini di concentrazione e puri: la presenza di prodotti aspecifici impedisce 1’analisi a causa
dell’eccessiva variabilita dei profili di melting analizzati (dati non mostrati). A questo scopo la
temperatura di annealing utilizzata per I’amplificazione, ¢ stata validata attraverso 1’analisi HRM di
una PCR in gradiente. La figura 4.19 mostra 1’analisi HRM dei prodotti PCR (corrispondenti all’esone
VI ¢ VII del frammento A“"™) ottenuti utilizzando un gradiente di temperatura da 60 a 72 °C; la

presenza di bande aspecifiche nelle amplificazioni PCR alle temperature di annealing piu elevate ¢
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stata associata alla presenza di piccoli domini di melting posizionati a temperature elevate del profilo
HRM.

Melting Gurves
1400 T
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Figura 4.18. Dettaglio delle curve di melting utilizzato per verificare la presenza della mutazione.
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Figura 4.19. Profilo elettroforetico e analisi HRM del gradiente di PCR per i due ampliconi HRM
corrispondenti all’ esone VI (sinistra) e 1’esone (VII) destra. Nel riquadro in rosso sono evidenziati i

domini di melting dei prodotti PCR aspecifici.
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La presenza di domini di melting, estranei al frammento PCR di interesse rappresenta un significativo
elemento di disturbo nell’analisi. Sono state quindi selezionate temperature di annealing comprese tra

60°C e 62°C per I’amplificazione degli ampliconi HRM.

Il profilo di melting degli ampliconi analizzati ¢ risultato fortemente influenzato dal contenuto in GC
delle sequenze analizzate. In figura 4.20 ¢ mostrato il confronto del profilo di melting tra i due
frammenti PCR a piu basso (34%) e piu alto contenuto in GC (57%) tra quelli analizzati. L analisi
dell’esone II ha richiesto, al fine di ottenere la completa denaturazione del DNA, 1’utilizzo di un
intervallo di temperature piu alte (88°C-98°C) rispetto a quello utilizzato solitamente (78°C-88°C);
inoltre la presenza di segmenti ricchi in GC ¢ stata associata alla presenza di multipli domini di
melting all’interno della curva (Fig. 4.21); la presenza di due domini nella curva di melting puo
richiedere due analisi HRM indipendenti, svolte a diversi intervalli di temperatura, al fine di ottenere

una migliore prestazione del metodo.

[ T T I |
GC%=34% Ex2 GC%=57%

92 94

Temperature C Temperature °C

Figura 4.20. Intervallo di temperature di melting in relazione al contenuto di GC.

Melting Peaks Meliing Peal e

T T T T T
Ex2 Domain 1
Domi

m
%
N

~dFluorescencoydT

o8 8 & B ¥ BE S
o 85 8 ¥ 8 8

‘F
——

.
|

L L L L L L I L I P L I L I I L
7 ® E} E3 B 3 E] % E3 E] E] % @ E] % E]
Temperaturs ¢

Figura 4.21. Confronto tra il profilo di melting di un amplicone standard (Ex6) e un amplicone ricco

in GC (Ex2). L’esone 2 presenta due domini di melting a causa della presenza di regioni ricche in GC.
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Inoltre la presenza di un elevata percentuale di GC puo determinare una maggiore densita di mutazioni
nel caso specifico di popolazioni trattate con EMS. Il confronto tra il contenuto in GC e il numero di
mutazioni individuate negli ampliconi corrispondenti agli esoni dal II al IX del gene SBEIlla-A ha
rilevato che il maggior numero di SNP ¢ stato individuato nella regione dell’esone I1 (GC%= 65) (Fig.
4.22). Altri fattori che possono influenzare la densita di mutazione sono la dimensione del frammento
analizzato ¢ la presenza di strutture secondarie particolarmente stabili che potrebbero oscurare la

presenza dell’eteroduplex.

70

50 A

40 A
B GC%

30 7 BENMUT

20 A

Vi VI IV IX VI ll Il

Figura 4.22. Istogramma relativo al confronto tra il contenuto in GC delle sequenze analizzate e il

numero di mutazioni individuate.

A seguito dell’individuazione del putativo mutante attraverso ’analisi HRM ¢ stata effettuata
un’ulteriore analisi basata sul re-pooling: 1 due individui (DNA genomico) del pool “mutante” sono
stati singolarmente miscelati, in rapporto 1:1, con un terzo individuo non mutante e sottoposti
all’intera procedura prevista per ’analisi HRM (Fig. 4.23). In questo modo ¢ stato possibile nella

maggior parte dei casi risalire al singolo genotipo mutante.

113



1AT+X A2+X

] —>  Re-TILLING
PoolAl PoolA2

-]
B
]
[
L]
L]

Temperature C

Figura 4.23. a) Strategia di repooling per individuare il genotipo mutante all’interno del poo/ di due
genotipi. b) Esempio di analisi HRM per identificare il singolo individuo (A1, A2) mutante attraverso
I’utilizzo dei nuovi pool (A1+X; A2+X): i quadrati in rosso indicano I’individuo mutante del pool. 1

due costituenti del pool originario (A1, A2) sono contenuti nelle Al e A2, rispettivamente.

Ciascuna analisi HRM ¢ stata eseguita in singola replica. Si sono verificati diversi casi di putative
mutazioni che hanno dato un picco AF/T negativo; questi putativi mutanti sono risultati sempre falsi
positivi e sono stati spesso associati alla presenza di “smear” o prodotti aspecifici nella reazione di
PCR o sono stati attribuiti alla scarsa qualita del DNA genomico utilizzato nelle analisi. In alcuni casi,
sebbene il picco sia di tipo negativo, il profilo della curva di melting AF/T interseca chiaramente le

altre curve di melting e corrisponde alla presenza reale della mutazione.

Le mutazioni sono state caratterizzate per sequenziamento dell’amplicone mutante. Dopo aver
individuato il genotipo mutante la sequenza di interesse ¢ stata prodotta per PCR utilizzando come

stampo il DNA genomico della pianta identificata.

Sono state individuate sia mutazioni in condizione omozigote, individuate attraverso il confronto della
sequenza nucleotidica del mutante con quella del genotipo normale, sia nello stato eterozigote
individuabili sotto forma di un doppio picco all’interno dell’elettroferogramma (Fig. 4.24). La scelta
degli oligonucleotidi utilizzati nel sequenziamento si € basata sul criterio di copertura di tutto 1’esone ¢

dei siti di splicing.
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Figura 4.24. Esempio di caratterizzazione di una mutazione eterozigote attraverso 1’identificazione di

un doppio picco nell’elettroferogramma.

4.6.4 Nuove varianti alleliche identificate per i tre omeologhi SBEIla

In tabella 4.4 sono riportati i dati relativi al numero di piante analizzate e di mutanti identificati per
ciascun allele SBEIla. Sono state caratterizzate, in totale, 59 nuove varianti alleliche per il gene
SBEIla-A, 14 per il gene SBEIla-B e 49 per il gene SBEIla-D. Sono state inoltre identificati 18 mutanti

nella regione genica A

al momento non ancora caratterizzate per sequenziamento. E stata
calcolata una frequenza media di mutazioni associata alla popolazione TILLING di circa 1 SNP per
ogni 36 Kb. La quasi totalita delle mutazioni identificate sono localizzate nella regione codificante dei
tre alleli. Tutte le mutazioni identificate sono risultate transizioni del tipo C/T e G/A coerentemente

con ’effetto del trattamento EMS applicato alle piante.

Tabella 4.4. La frequenza di mutazioni associata alla popolazione ¢ stata calcolata secondo la
seguente formula: (dimensioni regione analizzata)x(N° linee analizzate)/(numero di mutanti
identificati). * indica che le 18 mutazioni identificate per il frammento A" non sono state al

momento caratterizzate per sequenziamento.

Frammento Dimensioni (bp) N° Linee analizzate Mutazioni identificate Fre quenza mutazioni (kb)

ATV 493 2300 29 39
AV 358 2688 35 27
A 498 1531 18* 34
VX 500 1152 14 40
p*vb 580 1920 21 31
p&-XIh 498 1920 28 33
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Attraverso 1’analisi delle sequenze dei tre geni SBEIla eseguita con 1’applicazione CODDLE sono
state identificate le regioni interessate dalla presenza dei tre domini conservati indicati con le sigle
IPB004193, IPB006048 e IPB006589 e corrispondenti rispettivamente al dominio N-terminale
caratteristico della famiglia degli enzimi glicoside-idrolasi, al dominio C-terminale e al subdominio
catalitico dell’o-amilasi. In figura 4.25 sono rappresentate le regioni conservate dei tre blocchi
all’interno della sequenza amminoacidica di SBEIla-A; 1’analisi dei due omeologhi del genoma B ¢ D
ha dato un risultato identico. La determinazione dei domini conservati del gene ¢ stata utilizzata per la

valutazione dell’effetto delle mutazioni missenso sulla funzionalita della proteina.

Le nuove varianti alleliche identificate sono state analizzate attraverso 1’applicazione PARSE-SNP
(Tab. 4.5). Questo programma ¢ risultato particolarmente utile nell’analisi delle mutazioni missenso: i
valori di PSMM mostrati in tabella 4.5 forniscono un’indicazione delle severita dell’effetto della
mutazione sulla funzionalita della proteina. Per 1’allele del genoma A sono state identificate quattro
mutazioni missenso, rispettivamente tre (G66D, G66D ¢ E67K), nel dominio C-terminale beta dell’a-
amilasi e una nel dominio N-terminale della glicoside idrolasi (A208V) con valori di PSMM>10. Per
I’allele SBEIla-B un’unica mutazione (A208V) localizzata nella regione conservata corrispondente
all’N-terminale della glucoside idrolasi ¢ stata predetta potenzialmente in grado di modificare la
funzionalita della proteina. Per I’allele SBEIla-D due mutazioni missenso (A201T e G390S) per il
dominio N-terminale glicoside-idrolasi ¢ una mutazione (D65N) per il dominio C-terminale-beta
dell’a-amilasi hanno mostrato valori di PSMM>10. Sono inoltre state identificate rispettivamente 7,
11 e 2 mutazioni silenti per i tre alleli del genoma A, B e D. La disponibilita di nuove varianti alleliche
che presentano cambiamenti amminoacidici nei domini catalici dell’enzima rappresentano uno

strumento utile per la caratterizzazione della funzionalita delle diverse regioni della proteina.
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Q T A E \Y% N M T G G T A E K L E S S 106
E P T Q G I v E T I T D G \Y% T K G \Y% 124
K E L \% v G E K P R Y v P K P G D G 142
Q K I Y E I D P T L K D F R S H L D 160
Y R Y Y R R I R A A I D Q H E 177
G G L E A F S R G Y E K L G F T R s | 195
IPBO04193A (4.0e-09) IC 1.56
A G Y R E W A G A H | s A A 212
L \Y% G D F N N w N P N A D T M T R | D 230
D E I L P A D G S P 247
A I P H G S R \% K | I D T P S G 264
v K D S I S A W I K F S v Q A P G E 282
I P i N G I Y Y D P P E E | E K Y 4 299
IPB004193B (1.5e-10) IC 1.44
F Q H P Q P K R P E S L R I Y E S H 317
I G M S S P | E K I Y A N F R 334
IPBO06589A (1.2e-08) IC 1.11
D E v L P R I K R L G Y N A 4 Q I M 352
IPB004193C (4.0e-20) IC 1.30
A I Q E H S Y Y A S E G Y H \ T N 369
F F A P S S R F G T P E D L K S L I 387
IPB004193D (3.2e-12) IC 2.55
D R A H E L G L L v L M D I \Y H S | _ 404
H S S N N T L D G L N G F D G T D T 422
IPB004193E (2.6e-05) IC 2.28
H Y F H G G P R G H H W M W D S R L 440
F N Y G S W E |V L R L S N A R 457
IPBO04193E (l.6e-15) IC 2.28
w W L E E Y K F D G F R F D G v T S 475
M M Y T H H G L Q | M T G N Y G 492
E Y F G F A T D \Y% D A \% \Y% Y L M L \Y% 510
N D L I H G L Y P D A v S I G E D | v 528
IPBO04193F (6.7e-05) IC 1.07
S F C P v G G 4 G F 545

Figura 4.25. (continua pagina seguente)
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IPB0O06589D (6.3e-06) IC 1.17

R W L E K C \Y% T Y A E S H D Q A L v 598
G D K T I A F W L M D K | D M Y D F 61
M A L D R P S T P R I D R G I A L H 633

IPBO04193F (2.4e-07) IC 1.07

K M I R L \Y% T M G L G G E G Y L N F 651
M G N E F G H P E | w I D F P R G P 668
Q T L P T G K v L P G N N N S Y D K 686
C R R R F D L | G D A D F L R Y R G 703
M Q E F D Q A M Q H L E E K Y G | F 720
M T S E H Q Y v S R K H E E D K \Y% I 738
I F E R G D L 4 F v F N F H W S N S 756
F F D Y R Y G C S R P G K Y K | v A 773
L D S D D A L F G G F S R L D H D v 791
D Y F T T | E H P H D N R P R S F S 808
\Y% Y T P S R T A \4 \Y% Y A L T E * 824

Figura 4.25. Identificazione delle regioni conservate corrispondenti ai domini IPB004193,
IPB006048, IPB006589 all’interno della sequenza amminoacidica dedotta per 1’allele SBEIla-A. Le
regioni sottolineate indicano i domini conservati; i residui amminoacidici in verde indicano le
posizioni amminoacidi che sono meglio conservate all’interno del blocco; gli amminoacidi in rosso
corrispondono ai residui meno conservati e predetti essere meno fondamentali per il funzionamento

dell’enzima.

Tabella 4.5. Elaborazione delle varianti alleli che identificate con il programma PARSR-SNP. Nella
prima colonna (SNP) ¢ riportata la mutazione nucleotidica; nella seconda colonna (effetto) la
sostituzione amminoacidica codone di stop (*), mutazione nel sito di splicing (splic. Jun.); I valori
PSMM difference vengono mostrati per le mutazioni missenso che cadono all’interno di un Blocco-
dominio conservato; valori di PSMM>10 (in rosso) indicano che la mutazione provoca un profondo
cambiamento rispetto al Blocco di riferimento; valori<O (in verde) indicano SNP che rendono la
proteina piu simile al blocco di riferimento. Il simbolo* indica la formazione di un codone di stop.

Splic. Junc. Indica una mutazione in un sito di splicing (vedi pagina seguente).
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Tabella 4.5. (vedi leggenda)

SBEIla-A SBEIIa-D SBEIIa-B
SNP EFFETTO PSMM SNP  EFFETTO PSMM SNP EFFETTO PSMM

G444A S53N - G218A introne - G1735A  Splice Jun. -
C456T S57F - (438A introne - C1738T A196V -
G467A Voll 8.09 C443T introne - C1765T A205V 14.06
G467A Voll 8.09 C499T L58= - G1771A G207E 7.09
G472A L62= - G511A G62S 32.01.00  C1776T H209Y 5.01
(G483A G66D 32.06.00 G518A S64N -16.8 C1904T introne -
(A83A G66D 32.06.00 G520A DO65N 15.05 G1948A W220%* -
G485A E67K 10.05 G537A P70= - G1970A M2271 -
G500A AT2T 1.02 C849T 182= - G2354A E236K -
G500A AT2T 1.02 G8B0A G93R - G2505A R258= -
C830T T9OM - G883A G9%4R - G2616A E295= -
G853A G98R - C1045T L148= - G2945A E309K 3.09
G901A El14K - Gl1061A S153N - G2955A R312K 9.02
G946A V129M - C1071T D156= - / / /
GY48A V129= - C1500T R166C - / / /
G954A El31= - G1774A A201T 13.08 / / /
G954A El31= - C1997T T224= - / / /
Gl1454A S164N - C3688T A344V 6.08 / / /
GI507A A182T - C3693T Q346* - / / /
C1514T S184F - G3695A Q346= - / / /
GI534A GI91R - C3703T A349V 4.09 / / /
GI534A GI191R - C3707T 1350= - / / /
C1541T T1931 - C3718T S354L 8.03 / / /
C1729T 1199= - G3730A S358N -1.1 / / /
C1755T A208V 10.09 C3915T Y361= - / / /
C1945T P222S - G3963A E377= - / / /
C2351T P240L - G3963A E377= - / / /
C2360T A243V - C3974T S381F - / / /
G2362A D244N - C3975T S381= - / / /
C2381T P250L - G3988A A386T - / / /
C2383T H251Y - G4000A G390S 14.01 / / /
G2489A R258= - G5076A G424S - / / /
G2506A G264D - G5248A A452T - / / /
G2508A V265M - G5310A M4721 - / / /
C2542T S276F - G5335A  Splic.Jun / / / /
G2894T E296D - / / / / / /
C2907T Q301* - / / / / / /
C2920T P305L - / / / / / /
G2942A R312= - / / / / / /
C2969T S321= - / / / / / /
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4.6.5 Mutazioni deleterie: nonsenso e splicing

Per ciascuno dei tre alleli SBEIlla sono state identificate due mutazioni deleterie considerate
responsabili della perdita dell’espressione genica a causa della formazione di un codone di stop
prematuro o dell’alterazione delle sequenze nucleotidiche (AG al 5°/GT al 3’) necessarie al corretto

processamento (splicing) dell’mRNA.

Per I’allele SBEIla-A ¢ stata identificata una transizione C/T che ha causato la formazione di un
codone di stop prematuro (TAA) nell’esone IX (mutante SBEIla-A"1) e di una transizione G/A
nell’esone XII con formazione di un codone TGA (mutante SBElla-A"2). Per 1’allele SBEIlla-B una
transizione G/A ha provocato la formazione di un codone TAG nell’esone VI (mutante SBElla-B1); ¢
stata inoltre identificata una mutazione G/A a carico del sito di splicing al 5’ dell’esone V (mutante
SBEIla-B2). Allo stesso modo sono state identificate una transizione C/T nell’esone X dell’allele
SBEIla-D che ha generato un codone TAG (mutante SBEIla-D’I) e una transizione G/A che ha
causato la perdita del sito di splicing GT al 3’ dell’esone XIII (mutante SBEIla-D2) (Fig. 4.26). Tutte
le mutazioni descritte, ad eccezione del mutante SBEIla-D’1, erano in una condizione eterozigote. In
figura 4.27 ¢ riportata la posizione di tutte le mutazioni identificate all’interno della struttura dei tre

alleli.
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Figura 4.27. Rappresentazione schematica delle mutazioni individuate per i tre alleli SBEIla-A,
SBEIla-B e SBElla-D. Le linee in verde rappresentano le regioni del gene interessate dalla presenza
dei domini conservati. I triangoli rivolti verso I’alto rappresentano i polimorfismi localizzati nelle
regioni esoniche; i triangoli in rosso mostrano le mutazioni deleterie non senso e nei siti di splicing; i

triangoli in nero e in viola rappresentano rispettivamente le mutazioni missenso e le mutazioni silenti.
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IX
B8cAGRAGTATGTC TTCCAACATCCTCAACCT AAACGACCAGAGT CACTGAGGAT TTATGAATCACACAT TGGAATGAGCAGCCC AR
__________________________T_____________________________________________________________
X1
BECTATTGAGAT TCTTACTGTCAAACGC GAGAT GGTGECTT GAAGAATATAAGT TTGATGGATT TCGAT TTGAT GGGGT GAC CTCCATGATGTA
_____________________________________A________________________________________________________
TACTCACCATGGATTACAAR . . . . .o ottt i e i e e e e e
B
VI
.TCTGCAGCATTAGTAGGTGACTTCAACAATTGGAATCCGAATGCAGATACTATGACCAGA.
_________________________________ A______________________________
\%
BErGCTGARGGTATCACT TACCGAGAAT GGG CTCCT GGAGCG CATIH
o e e e e e
D X

.GAACC GAAGATAAATTCATATGCTAATT TTAGGGATGAGGTGCTGCCAAGAATTAAAAGGCT TGGATACAATGCAGT GlA GATAATGGCAAT
________________________________________________________________________________ T_ —_———— e
CCAGGAGCATTCATACTATGCGAGCTTT GG.

IX

.GTATT GAGATTCTTACTGTCAAACGCGAGATGGTGGCTT GAAGAATATAAGT TTGATGGATT TCGAT TTGATGGGGTGACCTCCATGATGTA

TACTCACCATGGATTACAAEH
___________________ A_

Figura 4.26. Descrizione delle mutazioni deleterie identificate per i tre alleli SBEIla-A, SBEIla-B,
SBEIla-D.

4.6.6 Analisi delle mutazioni deleterie nella progenie M3
La progenie M3 di tre dei mutanti knock-out SBEIlla-A'1, SBEIlla-A2 e SBEIlla-B'1 ¢ stata
caratterizzata al fine di selezionare gli individui che presentavano la mutazione. La strategia utilizzata

si ¢ basata su un saggio di PCR Marker Assisted Selection e di oligonucleotidi dCAPS.

Per ciascuno dei mutanti una sequenza di circa 60 nt, contenente la mutazione, ¢ stata analizzata
attraverso 1’applicazione dCAPs Finder disponibile sul Web. dCAPs Finder effettua un’analisi dei siti
di riconoscimento per gli enzimi di restrizione presenti nella sequenza mutante e nella sequenza wild
type e localizzati a cavallo dello SNP oggetto di studio. Nel caso in cui venga individuato un sito di
restrizione, comprendente la posizione nucleotidica interessata dalla mutazione in uno dei due

genotipi, mutato o normale, dCAPs Finder suggerisce 1’enzima di restrizione in grado di discriminare
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tra le due sequenze (Fig. 4. 28a). Questa situazione si ¢ verificata per il genotipo SBEIla-B-1: ¢ stata
identificata la presenza della sequenza di riconoscimento per I’enzima di restrizione Munl nel
genotipo wild type; la presenza dello SNP (G/A) ha determinato la perdita di tale sequenza di

riconoscimento nel genotipo mutante.

Sono stati analizzati 29 individui delle progenie M3. Una sequenza di circa 1000 bp ¢ stata isolata per
PCR dal DNA genomico delle piante attraverso 1’utilizzo di una coppia di oligonucleotidi genoma
specifici. Il prodotto PCR ¢ stato quindi sottoposto a digestione enzimatica dell’enzima Munl
(Fig.4.28b). 1l saggio ha permesso di distinguere il genotipo normale, quello eterozigote e quello
omozigote mutante. La mancanza della banda piu alta, corrispondente al frammento non digerito,
indica 1’assenza della mutazione; la presenza della sola banda del frammento non digerito ¢ associata

al genotipo omozigote mutante; la presenza delle tre bande indica un genotipo eterozigote.

a)
Wild Type
TCTGCAGCATTAGTAGGTGACTTCAACAATTGGAATCCAAATGCAGAT
Mutant
TCTGCAGCATTAGTAGGTGACTTCAACAATTAGAATCCAAATGCAGAT
b)

Figura 4.28. a) Identificazione del sito di riconoscimento per I’enzima di restrizione Munl nella

Profilo o ]ettroforetico dei

sequenza wild type a cavallo della posizione interessata dalla mutazione. b)
prodotti della reazione enzimatica di Munl sulla progenie M3 del mutante SBE/la-B-1. 1 campioni 2,
4, 5, 6 corrispondono al genotipo eterozigote; 3 e 7 corrispondono al genotipo omozigote mutante ¢ il

campione 1 al genotipo wild type.
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In totale sono stati analizzati 29 piante M3 del mutante SBEIla-B'1: 11 piante sono risultate wild type,

9 eterozigoti e 9 omozigoti mutanti.

L’analisi del mutante SBEIla-A"] non ha riscontrato la presenza di siti di riconoscimento per enzimi
restrizione a cavallo della mutazione; & stato quindi generato un oligonucleotide contenente un
mismatch all’estremita 3 in grado di inserire il sito di riconoscimento per 1’enzima Psil a cavallo dello
SNP (C/T), unicamente nel genotipo mutante. L’oligonucleotide dCAPs ¢ stato utilizzato in
combinazione con un oligonucleotide genoma specifico per isolare la regione del gene da analizzare. |
frammenti PCR ottenuti dalle piante M3 del mutante SBEIlla-A"] sono quindi stati sottoposti a

digestione enzimatica con I’enzima Psil (Fig. 4.29).

Figura 4.29. Profilo elettroforetico della progenie M3 del mutante SBEIlla-A"1. 1 campioni 1, 4 ¢ 5
corrispondono al genotipo wild type; i campioni 2 ¢ 6 sono eterozigoti; il campione 3 ¢ omozigote

mutante.

In questo caso il fenotipo mutante ¢ associato alla presenza del frammento digerito (Fig.4.29). Sono
state analizzate 22 piante della progenie M3 del mutante SBE/la-A"1 di cui 9 sono risultate omozigoti

mutanti, 8 eterozigoti e 5 wild type.

Ugualmente per il mutante SBEIla-A"2 ¢ stato utilizzato un oligonucleotide dCAPs in grado di inserire
la sequenza di riconoscimento per I’enzima Mfel negli ampliconi del genotipo wild type. Gli
ampliconi prodotti dagli individui della generazione M3 sono stati sottoposti a digestione enzimatica
con Mfel; in questo caso 1’assenza di prodotti di digestione ¢ associata al genotipo mutante omozigote
(Fig. 4.30).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 4.30. Profilo elettroforetico della progenie M3 del mutante SBEIla-A"2. 1 campioni (1, 3, 5, 6,

7, 8, 9) sono eterozigoti; il campione 4 ¢ omozigote mutante e il 2 ¢ wild type.

4.6.7 Espressione dei trascritti dell’allele target nei mutanti knock-out

Al fine di verificare 1’effetto del codone di stop sull’espressione del gene SBEIla-A ¢ stata eseguita
un’analisi dei trascritti dell’allele nei due mutanti SBEIlla-A'1 e SBEIla-A"2. 1’analisi ¢ stata condotta
sul cDNA dei due genotipi sintetizzato mediante RT-PCR a partire dall’RNA isolato dalle cariossidi
immature (18DPA). Sono state utilizzate tre combinazioni di oligonucleotidi specifici per il genoma
A. L’allineamento delle sequenze di cDNA dei tre alleli SBEIla-A, SBEIla-B e SBEIla-D ha consentito
I’individuazione di alcune regione polimorfiche per 1 o 2 nucleotidi che sono state utilizzate per il
disegno degli oligonucleotidi (Fig. 4.31). La Gliceraldeide-Fosfo-Deidrogenasi (GAPDH), espressa in
modo costitutivo nell’endosperma, ¢ stata utilizzata come gene house keeping (controllo) per
quantificare il cDNA; il frammento PCR del gene GAPDH ¢ stato ottenuto attraverso 1’utilizzo della
coppia di oligonucleotidi GAPDH-Fw ¢ GAPDH-Rev.

La specificita degli oligonucleotidi per il gene SBEIla-A ¢ stata testata per PCR utilizzando le linee di
sostituzione disomiche di Langdon (Fig. 4. 32).

Sono stati amplificati tre frammenti del gene SBEIla-A attraverso le coppie di oligonucleotidi RT-
A1F/RT-1R, RT-A1F/RT-A2R ¢ RT-A2F/RT-A2R rispettivamente dal genotipo wild type Cadenza e
dai due mutanti knock-out SBEIla-A"1 ¢ SBEIla-A"2. L’ analisi elettroforetica dei prodotti PCR ottenuti,
utilizzando 30 cicli di amplificazione, hanno mostrato per tutte le coppie di oligonucleotidi utilizzate

I’assenza della banda del trascritto SBEIla-A nei mutanti SBEIla-A"1 ¢ SBEIla-A"2 (Fig. 4.33).
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B GGCGGACTGCTGC---GATCCGGCTCGGAGCGGAGGGGCGGGGTGGACTTGCCGTCGCTG 117

a GGCGGACTGCTGCCGCGATCCGGCTCGGAGCGGAGGGGCGGEGTGGACCTGCCGTCGCTG 120

d GTCGGAGTGGCGC---GGGCCGGCTCGGAGCGGAGGEGCGGEGCGGACTTGCCGTCGCTG 108
*  kkk Kk Kk k * K * KAk KKKk ARk ARk Ak Ak AAk Ak Ak dAkrkhkhkhkhkhk*x *hkdk *hkdkkkkkxrkkx

B CTCCTCAGGAAGAAGGACTCCTCTCGCGCCGTCCTGAGCCGCGCGGCCTCTCCAGGGRAG 177

a CTCCTCAGGAAGAAGGACTCCTCTCGCGCCGTCCTGAGCCGCGCGGCCTCTCCAGGGRAG 180

d CTCCTCAGGAAGARAGGACTCCTCTCGCGCCGTCCTGAGCCGCGCGGCCTCTCCAGGGRAG 168
R RS R R SRR SRR R SRR RS R R SRR EERESTEERESEEEESEEEEESEEESEEE RS ES S

B GTCCTGGTCCCTGACGGTGAGAGCCACGACTTGGCGGCCACTCCAGCGCAACCCGAAGAA 237

a GTCCTGGTGCCTGACGGTGAGAGCGACGACTTGGCA--~AGTCCGGCGCAACCTGARAGAA 237

d GTCCTGGTGCCTGACGGCGAGAGCGACGACTTGGCA--~AGTCCGGCGCAACCTGAAGAA 225
KAk kA kA Kk Kk Ak A hkhhkhkhk, Fhkhkhhhhkhkkhkkkhk*x*k% * kk Kk kkkkkkkk kkkkhkk Kk

B TTACAGATACCTGAAGATATCGAGGAGCAAACGGCTGAAGTGAACATGACAGGGGGGACT 297

a TTACAGATACCTGAAGA ATCCACEACORNASEEE TGAAGTAAACATGACAGEGGGGACT 297

d TTACAGATACCTGAAGATATCGAGGAGCAAACGGCGGAAGTGAACATGACAGGGGGGACT 285

KAKKA KA KA KNARAKNKAKAA AR KA K AAARKAAKAANKA A AR AR A AKX A XA KA*h AA XA R A KA IR KA h Kk kk K

B GCAGAGAAACTTCAATATTCAGAACCGACTCAGGGCATTGTGGAAACAATCACTGATGGT 357
a GCAGAAAAACTTGAATCTTCAGAACCGACTCAAGGCATTGTGGAAACAATCACTGATGGT 357
d GCAGAGAAACTTCAATCTTCAGAACCGACTCAGGGCATTGTGGAAACAATCACTGATGGT 345

KKk hkhkKh KAhkAkhkKAKk KAhkKk KAAIAANKAAKAXAAKA A AR AK) KA XA AKX XA XA AR XA A XA A KA R * kK Kk kK

B GTAACCAAAGGAGTTAAGGAACTAGTCGTGGGGGAGAAACCGCGAGTTGTCCCAAARACCA 417
A GTAACCAAAGGAGTTAAGGAACTAGTCGTGGGGGAGAAACCGCGAGTTGTCCCAAAACCA 417
D GTAACCAAAGGAGTTAAGGAACTAGTCGTGGGGGAGAAACCGCGAGTTGTCCCAARACCA 405

EEEEEEE SRS SR EEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEESEEEESEEEEESERERSEREEESE]

B GGAGATGGGCAGAAAATATACGAGAT TGACCCAACGCTGARAGATTTTCGGAGCCATCIT 477

a GGAGATGGGCAGAAAATATACGAGATTGACCCAACGCTGARAGATTTTCGGAGCCATCTT 477

d GGAGATGGGCAGAAAATATACGAGATTGACCCAACACTGARAGATTTTCGGAGCCATCTT 465
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkrhhhkhkhkrhkhkhkhkhkhrhd ,hkhhhhkkhhkhkhhkhkhkkhkkhkhkkk*xx*

B GACTACCGATACAGCGAATACAAGAGAATTCGTGCTGCTATTGACCAACATGAAGGTGGA 537

a GACTACCGATACAGCGAATACA BN ICE GO TCOATIEAC CAACATGAAGGTGGA 537

d GACTACCGATACAGCGAATACAAGAGAATTCGTGCTGCTATTGACCAACATGAAGGTGGA 525

R R I S I S I I I I S I R S R I S I I I S I I I S I R S I R S R I S

Figura 4.31. Identificazione delle regioni polimorfiche nella porzione 5’ del cDNA di SBEIla-A. In
giallo sono indicati gli oligonucleotidi forward RT-A1F e RT-A2F; in verde sono evidenziati gli

oligonucleotidi reverse RT-A1R e RT-A2R.

Figura 4.32. Profilo elettroforetico dei prodotti PCR ottenuti utilizzando le coppie di oligonucleotidi
RT-A1F/RT-1R (1, 2, 3) e RT-A1F/RT-A2R (4, 5, 6) su DNA genomico di (1, 4) Langdon; (2, 5) di
LND(2A) ¢ (3, 6) LND (2B).
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Figura 4.33. Analisi elettroforetica dei frammenti isolati per RT-PCR utilizzando le coppie di
oligonucleotidi GAPDH Fw/ GAPDH Rev (1, 2, 3) GRT-A1F/RT-1R (4, 5, 6), RT-A2F/RT-A2R
(7, 8, 9) e RT-A1F/RT-A2R (10, 11, 12 13) sul cDNA di: Cadenza (1, 4, 7, 11); SBElla-A1(2, 5, 8,
12) e SBEIla-A'(3, 6, 9, 13).

4.6.8 Analisi delle proteine legate ai granuli nei mutanti SBEIla-A-e SBEIla-B-

E stata effettuata un’analisi SDS-PAGE delle proteine legate ai granuli di amido (SGP) dei mutanti
knock-out SBEIla-A"1, SBEIla-A2 e SBEIla-Bal fine i verificare I’eventuale presenza di nuovi effetti
dovuti alla presenza della mutazione nonsenso nei genotipi analizzati. Il fenotipo proteico dei genotipi
analizzati ¢ risultato identico a quello riscontrato in Cadenza (Fig. 4.34). Questo risultato ¢ in accordo
con la tesi che la proteina SBEIIa in frumento costituisce I’isoforma maggiormente rappresentata nella
frazione solubile dell’endosperma; nessun effetto pleiotropico ¢ stato riscontrato sulle altre proteine

dei granuli.
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Figura 4.34. Analisi SDS-PAGE delle proteine legate ai granuli in Cadenza (1); in SBEIla-A"1 (2),
SBEIla-A2 (3) e SBElla-B(4).

4.7 Caratterizzazione chimico-fisica di amido di frumento a basso e ad alto
contenuto di amilosio

Nel corso del dottorato di ricerca sono state studiate le caratteristiche chimico-fisiche dell’amido di
diverse linee di frumento, tenero e duro, caratterizzate da un rapporto amilosio-amilopectina alterato a
seguito dell’intervento su alcune classi enzimi coinvolti nella via biosintetica dell’amido. In
particolare nel nostro laboratorio erano disponibili un set di linee Waxy e parziali Waxy della linea di
frumento tenero N11 e della cultivar di frumento duro Svevo (Tab. 4.6) caratterizzate dall’assenza di

una o piu isoforme della proteina Waxy.

Tabella 4.6. Descrizione del set di genotipi waxy di frumento tenero e frumento duro.

Genotipi  Singolinulli  Doppio nulli  Triplo null

NI11 Wx-Al ", Wx-Al1 Bl , Wx-Al Bl DI’
Wx-Bl~ Wx-Al1 DI
Wx-D1° Wx-Bl DI

Svevo Wx-Al ", Wx-A1 Bl ",
Wx-Bl~
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Sono stati inoltre utilizzati set di linee Sgp! nulli parziali e completi della linea frumento tenero N11 e
della cultivar Svevo caratterizzate dall’assenza di una o piu isoforme della proteina Sgp1 (Tab. 4.7). 1
due set di genotipi Sgp! e waxy sono stati ottenuti per introgressione degli allei nulli, precedentemente
identificati in mutanti naturali di frumento tenero (Yamamori et al., 1992; Urbano et al., 2002;

Yamamori ef al., 2000).

Sono state inoltre analizzate alcune linee di frumento duro transgeniche prodotte da Sestili et al.
(2010, submitted) trasformate con un costrutto RNAi specifico per il silenziamento dell’enzima di

ramificazione SBEIla (Tab. 4.8).

Tabella 4.7. Descrizione del set di genotipi Sgp1 nulli di frumento tenero e frumento duro.

Genotipi  Singoli nulli Doppio nulli Triplo nulli

N Sepl-Al Bl , Sgpldl Bl DI’
Sepl-A1 DI,
Svevo  Sgpl-Al , Sgpl-Al BI,
Sgpl-Bl~

Tabella 4.8. Descrizione delle linee transgeniche RNA1 (Sestili et al., 2010, submitted).

Varieta linee Metodo di trasformazione
Svevo MJ16-112 Biolistico

MJ16-114
Ofanto  A434 A. tumefaciens

4.7.1 Messa a punto di un metodo di calibrazione per la determinazione dell’ amilosio in
frumenti low e high amylose

Al fine di migliorare 1’affidabilita delle misure del contenuto di amilosio nelle linee di frumento
oggetto di studio ¢ stato messo a punto un nuovo metodo di calibrazione nell’ambito del saggio

colorimetrico di Chrastil et al. (1982).

Il metodo utilizzato per la determinazione dell’amilosio € un saggio colorimetrico basato sull’utilizzo
di KI/I (Chrastil et al., 1982). Le misure sono state effettuate su campioni di amido isolato dallo
sfarinato integrale, attraverso il dough method, al fine di limitare I’errore dovuto alla presenza degli
altri componenti della cariosside.
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E stata sviluppata una procedura di calibrazione basata sull’utilizzo di miscele di campioni
solubilizzati di amido waxy (circa 0% di amilosio) e amilosio di patata puro. Le miscele sono state
realizzate al fine di ottenere una scala da 0% a 80% di amilosio. L’utilizzo di amilosio puro ha
permesso di costruire una retta di taratura in grado di coprire un intervallo di % di amilosio molto
ampio; 'utilizzo di amido waxy nella retta di taratura ¢ stato concepito come metodo per ristabilire il
background di amilopectina tipico del frumento. L’amilopectina infatti interagisce in piccola
percentuale con gli ioni lodio; I’assenza di amilopectina nei campioni utilizzati per la costruzione della
retta di tarature causerebbe un errore nelle misure. Il metodo ¢ descritto nella capitolo 3 (Materiali e

Metodi).

4.7.2 Caratterizzazione delle proprieta chimico fisiche dell’amido nelle linee di frumento
Waxy

4.7.2.1 Determinazione del contenuto di amilosio waxy

Nelle tabelle 4.9 e 4.10 sono riportati i valori del contenuto amilosio determinati per il set di genotipi
Waxy di frumento tenero e frumento duro.

Le analisi sono state eseguite sull’amido isolato dallo sfarinato integrale escludendo la frazione del
glutine e della crusca. E stato verificato un drastico crollo della percentuale di amilosio nei genotipi
N11-Waxy e Svevo-Waxy rispetto ai genotipi normali, pari a un decremento del 94-95%. Sia in
frumento duro che in frumento tenero ¢ stato evidenziato una maggiore diminuzione del contenuto di

amilosio associata ai genotipi privi dell’allele Wx-B1.

Tabella 4.9. Contenuto di amilosio del set di genotipi Waxy in frumento tenero.

Genotipo Wx-Al- Wx-B1- Wx-D1- Wx-Al-/B1- Wx-Al-/D1- Wx-B1-/D1- N1lw.t. N11wx
Contenuto
amilosio (%) 23,2 22,9 24,2 22,7 21,2 20,2 25,6 1,2

Tabella 4.10. Contenuto di amilosio del set di genotipi Waxy in frumento duro.

Genotipo  Wx-Al Wx-B1  Svevow.t. Svevo Wx
contenuto di
amilosio (%) 26,4 22,2 29 1,5
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4.7.1.2 Determinazione del contenuto in f-glucani nei genotipi Waxy

Al fine di verificare 1’ipotesi riportata in letteratura, che sostiene che la manipolazione degli enzimi di
sintesi dell’amido puo avere come conseguenza un aumento della produzione di B-glucani, ne ¢ stato
misurato il contenuto nei genotipi Waxy totali e nei parentali N11 e Svevo. In figura 4.35 ¢ riportata
una rappresentazione delle vie biosintetiche dell’amido e dei B-glucani che mette in evidenza alcune

possibili relazioni tra i due pathway biosintetici (Rudi et al., 2006).

| 4 Cell wall polysaccharides (e.g.p-Glucan) |

ADP-Glc

Sitsrose
transporter

ISuSy

Frucose+ UDP-Gle_  » PP« ADP-Glc ADP-Glc
4 { PP— P+ P
TRAT
Fructokinase UGPase D%G%sn | AGPase
' 4 N ¢ | | —ATP [

Fru-6-P &= Glg-6:-P = Glg-1-P r=rrrrrreisrnrnrraransanaeQueanennnnse: Glg-1-P

Phospho-Glc-isomerase Phosphoglucomutase

Seed endosperm cell

Figura 4.35. Relazione tra le vie biosintetiche dei B-glucani e dell’amido nei cereali (da Rudi et al.,

2006).

La concentrazione dei P-glucani ¢ stata misurata utilizzando I’apposito Kit Megazyme. E stato
riscontrato un aumento della concentrazione di B-glucani nei genotipi waxy completi sia in frumento
duro che in frumento tenero (Tab 4.11). Questo risultato fornisce un indizio della presenza di effetti
pleiotropici, dovuti all’esistenza di substrati in comune o ad alcuni enzimi coinvolti nella biosintesi
delle due classi di carboidrati (Rudi ef al., 2006). La misura della quantita di B-glucani non ¢ stata
eseguita sui campioni Sgpl nulli; tuttavia ¢ stato possibile osservare un forte aumento della parte
cruscale a discapito delle rese di amido nei genotipi completi Sgp-1 nulli sia di frumento tenero che di
frumento duro. Questa osservazione sembra in accordo con I’ipotesi dell’esistenza di una forte

relazione tra la via biosintetica dell’amido e degli altri carboidrati nell’endosperma.
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Tabella 4.11. Determinazione del contenuto in B-glucani nei genotipi waxy e nei parentali N11 e

Svevo.
Genotipo B Glucan g/Kg A%
Svevo W 4.5
Svevo Waxy 6,1 33,9
N11 5
N11 Waxy 8,3 66,6

4.7.2.3 Analisi RV A delle linee Waxy

-0 N11wt
Wx-A1"

Wx-D1-
Wx-B1-

N11wx

Pawpert Sclentilc m Lid
T T T T T T

1= 13

a
-t
11—
H

Svevo wt

Wx-A1"
Wx-B1-

Svevo wx

Rawpert Solentiis Ltd
T T T T T T T T T Rl Phg s

a
I
o]

'z s zo

Time (min)

Figura 4.36. Grafici RVA del set di mutanti waxy singoli nulli e totali di frumento tenero
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Il genotipo waxy nulli completo mostra, sia in frumento tenero che in frumento duro, un basso valore
di viscosita finale, basso setback, elevato breakdown e raggiunge il picco di viscosita in tempi piu
brevi ed a temperature piu basse rispetto al genotipo normale (Fig. 4.36, Tab. 4.12; 4.13).Le linee
parziali mostrano un andamento della curva di viscosita variabile ma comunque piu simile alla linea
N11 piuttosto a quella Waxy completa. Anche i dati RVA confermano che la proteina Wx-B1 ha un
ruolo predominante nella sintesi dell’amilosio, poiché la sua essenza ha un’influenza maggiore,
rispetto alle altre isoforme Wx-A1 e Wx-D1, sulla viscosita finale e sugli altri parametri considerati.

I wvalori dei parametri RVA misurati nei diversi genotipi confermano che il rapporto
amilosio/amilopectina ¢ il fattore che influisce con maggior efficacia sulle proprieta chimico-fisiche

degli amidi.

Tabella 4.12. Analisi RVA sul set di linee waxy parziali e totali di frumento duro Svevo

Genotipo ViscPicco Breakdown ViscFinale Setback Peak Time
SvevoWt 2789 912 3923 2046 9, 0663
SvevoWxA1- 2987 1341 3344 1698 8, 9996
SvevoWxB1- 3646 1871 3333 1558 8, 8663
SvevoWx 3013 1737 1873 597 5, 7996

Tabella 4.13. Analisi RVA sul set di linee waxy parziali e totali di frumento tenero N11.

Genotipo ViscPicco Breakdown ViscFinale Setback Peak Time
N11Wt 3004 1237 3845 2078 9, 0663
NI11WxA1l- 2791 1254 3226 1689 8, 8663
N11WxD1- 3492 1952 3144 1604 8, 8663
N11WxB1- 3784 2199 3077 1492 8, 8663

4.7.2.4 Analisi delle proprieta di gelatinizzazione dell’amido del set di parziali nulli waxy

Attraverso 1’utilizzo della tecnica di Calorimetria a scansione differenziale sono stati misurati i
parametri termodinamici relativi al processo di gelatinizzazione dell’amido elencati di seguito:
temperature di transizione (Temperatura di inizio (Ty), Temperatura del picco (T,), Temperatura finale
(T.)); entalpia di gelatinizzazione (AH); entalpia di dissociazione del complesso lipidi—amilosio

(AHpam). L’amido addizionato di acqua ¢ stato portato da una temperatura iniziale di 20°C alla
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temperatura finale di 150°C alla velocita di 4°C al minuto. Le analisi di calorimetria sono state
effettuate in triplicato sui campioni di amido purificato. Sono stati analizzati i profili delle endoterme
per i tre genotipi della N11, N11-Waxy e il parziale N11 WxA1/WxBI1~

E stato riscontrato un aumento della temperatura di gelatinizzazione (T,) e della temperatura finale
(T.) al diminuire del contenuto di amilosio (N11Waxy>N11WxA1/WxB1>N11) (Tab. 4.14). Allo
stesso modo, 1’entalpia di gelatinizzazione (AH), che rappresenta una misura della cristallinita totale
dell’amido, aumenta al diminuire del contenuto di amilosio. In assenza delle regioni amorfe ricche di
amilosio ¢ necessaria infatti maggiore energia per determinare il melting della struttura cristallina
dell’amido. Inoltre, come atteso, ¢ stata verificata 1’assenza del picco relativo alla dissociazione del

complesso lipidi-amilosio nell’endoterma del genotipo waxy (Fig. 4. 37).

Tabella 4.14. Valori dei parametri di DSC determinati per N11, N11Waxy e N11WxAI1/WxB1I".

Genotipo Tp °C Tc °C II:.PHJ/g
N11 61, 45 73,18 12,59
N11WxA1/WxB1 63,4 74,01 14,03
N11Waxy 65,5 76,16 16,27
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Figura 4.37. Endoterme dell’amido dei genotipi N11Waxy, N11WxA1/WxB1'e N11.
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4.7.3 Caratterizzazione di linee di frumento ad alto contenuto di amilosio

4.7.3.1 Determinazione del contenuto di amilosio

Il contenuti di amilosio delle linee Sgp/ nulli e alcune linee parziali nulli di N11(Tab. 4.15 e 4.16) ¢
stato misurato su campioni di amido purificato attraverso il metodo comunemente utilizzato per
I’isolamento dei granuli di amido. Infatti, a causa della scarsa qualita degli sfarinati dei genotipi Sgpl
nulli e parziali nulli, in termini di rese di amido, non ¢ stato possibile utilizzare il dough method. Per il
genotipo completo nulli Sgp1 di frumento duro ¢ stato osservato un aumento percentuale del contenuto
di amilosio rispetto a Svevo dell’87 %; nel mutante Sgp-1 triplo nulli di frumento tenero il contenuto
di amilosio risulta essere incrementato del 31.73% rispetto al genotipo parentale N11, passando dal
23% al 30.3%. In frumento duro la mancanza della proteina Sgp-B1 ¢ stata associata ad un maggiore
aumento del contenuto di amilosio, pari al 29% dell’amido totale, rispetto alla mancanza della proteina

Sgp-Al (24, 3 % di amilosio).

Tabella 4.15. Contenuto di amilosio delle linee Sgp1 di frumento duro.

Genotipi Sgp-Al- Sgp-B1- Sgp-A1-B1- Svevo
Contenuto
amilosio (%) 24,3 29,1 43,6 23

Tabella 4.16. Contenuto di amilosio delle linee Sgp1 di frumento tenero.

Genotipi Sgp-Al-D1- Sgp-Al-B1- Sgp-Al-B1-D1- N1l
Contenuto
amilosio (%) 26,1 24,4 30,3 23

4.7.3.2 Analisi RV A delle linee nulli Sgp1 di frumento duro e tenero.

Le analisi RVA sono state condotte sugli sfarinati integrali data la difficolta ad isolare I’amido dai
genotipi Sgp/ nulli.
Le analisi RVA effettuate sulle linee Sgp-/ nulli parziali e complete di frumento duro confermano

I’effetto differente dei due alleli, Sgp-41 e Sgp-B1, sulle proprieta di “pasting” (Fig. 4.38a).

Gli sfarinati del campione Sgp-1 completo mostrano profili RVA caratterizzati da valori molto bassi

per tutti i maggiori parametri (Tab. 4.17 e 4.18) rispetto ai genotipi parentali Svevo e N11.

I profili RVA dei mutanti singoli nulli di Svevo sono differenti: 1’Sgp-A4 1 nulli mostra caratteristiche

simili a Svevo, differendo solo moderatamente nel breakdown e nella viscosita finale; al contrario la
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linea Sgp-B1 nulli mostra un valore piu basso per tutti i parametri osservati (Tab. 4.17). L’amido del
mutante singolo nulli Sgp-B/ ha una curva di viscosita con caratteristiche che si discostano
maggiormente da Svevo; cio avvalora I’ipotesi che il gene Sgp-BI ha un ruolo maggiore rispetto
all’altro omeoallele nella sintesi dell’amilopectina. I dati delle analisi RVA sono in perfetta sintonia
con quelli sul contenuto di amilosio ed ¢ interessante notare che c’¢ corrispondenza inversamente

proporzionale tra curva di viscosita e contenuto di amilosio.

Per quanto riguarda il set di mutanti Sgp-I/ di frumento tenero, le analisi RVA sono state effettuate
sulle 3 linee Sgp! triplo nulli, I’Sgp-A1'Bl'e 1’Sgp-A1'DI-. 11 campione Sgp-/ nulli completo ha

mostrato un profilo RVA caratterizzato da un drastico crollo di tutti i valori di viscosita.

L’analisi dei parziali nulli Sgp-A1'Bl'e Sgp-Al'Dlnon ha evidenziato la presenza di un effetto
maggiore attribuibile alla mancanza della proteina Sgp-B1 come ¢ stato verificato nel caso del

frumento duro.
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Figura.4.38. Profili RVA del set di Sgp1 di frumento tenero e duro.
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Tabella 4.17. Analisi RVA del set di genotipi Sgpl in frumento duro.

Campione PiccoVisc Breakdown ViscFinale Setback Peak Time

Svevo 2376 601 3172 1397 8,533
Sgp-Al 2538 940 3305 1707 8,799
Sgp-B1 1387 246 2559 1418 8,799
Sgp-A1B1 196 24 353 181 8,333

Tabella 4.18. Analisi RVA del set di genotipi Sgp1 in frumento tenero.

Campione Picco Visc  Breakdown ViscFinale Setback Peak Time

Sgp-A1-D1- 1646 221 2930 1505 8,7996
Sgp-Al-B1- 2157 352 3654 1849 9,3996
Sgp-A1-B1-D1- 697 63 1304 670 9,133
N11 2806 1048 3911 2153 8,8663

4.7.3.3 Determinazione del contenuto di amilosio e dei profili RVA delle linee transgeniche di
frumento duro

E stato determinato il contenuto di amilosio e il profilo RVA delle linee di frumento duro transgenico
cultivar Svevo e Ofanto trasformati con un costrutto RNAi per il silenziamento dell’enzima SBEIla

(Sestili et al., 2010 submitted).

Il silenziamento dei geni codificanti per I’enzima SBElla ¢ stato associato ad un incremento di
amilosio variabile in un intervallo dal 45% al 75% rispetto al 26% riscontrato in Svevo e Ofanto (Tab.
4.19). 1l profilo RVA delle linee MJ16-114 (42% di amilosio) e MJ-112 (70%) ¢ risultato simile alla
curva RVA dei genotipi Sgpl nulli completi di frumento tenero e frumento duro: il crollo nei valori di
viscosita degli sfarinati delle linee transgeniche ¢ risultato correlato alla diminuzione nel contenuto di

amilosio.

In generale sia nelle linee Sgpl nulli che nelle linee transgeniche MJ ¢ stata confermata 1’esistenza di
una forte relazione tra il contenuto di amilosio e la capacita dei rigonfiamento dei granuli di amido

(vedi Introduzione).
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Tabella 4. 19. Contenuto di amilosio delle linee transgeniche di frumento duro varieta Ofanto e

Svevo.
Linea A-434 MJ16-112- MJ16-114 Svevo
contenuto di
amilosio (%) 64 75 45 26
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Figura 4.39. Profilo RVA delle linee di frumento duro transgeniche RNAI.
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5 DISCUSSIONE

Reperimento delle risorse genetiche per il TILLING: isolamento e sequenziamento dei geni
SBEIIa-A e SBEIIa-B

In frumento i loci SBEIla sono stati recentemente associati a tratti qualitativi di interesse relativi alle
proprieta nutrizionali e tecnologiche delle farine. Il silenziamento dei geni SBEIIa, attraverso RNAI,
ha generato linee transgeniche di frumento tenero e duro caratterizzate da un drastico incremento del
contenuto di amilosio (Regina et al., 2006; Sestili et al., 2010, submitted). 1 frumenti high amylose
presentano amidi con peculiari caratteristiche tecnologiche e di digeribilita apprezzate nell’industria
alimentare. In questo lavoro il TILLING, una tecnologia di genetica inversa non transgenica
(McCallum et al., 2000), ¢ stato utilizzato per generare nuova variabilita genetica nei loci SBEIla di

frumento.

Una risorsa cruciale per I’applicazione del TILLING ¢ la disponibilita di sequenze che permettano di
disegnare oligonucleotidi specifici in grado di isolare le sequenze codificanti per la proteina o il
dominio proteico di interesse producendo robuste amplificazioni PCR (Comai e Henikoff, 2006). In
specie poliploidi come il frumento 1’utilizzo del TILLING ¢ subordinato alla possibilita di
amplificazioni PCR allele-specifiche e richiede quindi la conoscenza delle sequenze nucleotidiche
degli omeologhi codificanti per la proteina di interesse.

Rahman et al. (2001) hanno riportato ’esistenza, in frumento tenero, di tre geni codificanti per la
proteina SBEIla posizionati sul braccio lungo dei cromosomi 2A, 2B e 2D.

L’allineamento delle sequenze di cDNA, disponibili in Banca Dati, (n°® acc. U66376; n° acc.. Y11282,
etc), ha evidenziato un elevato grado di conservazione nella regione codificante del gene SBE/la in
frumento.

Al fine di identificare regioni caratterizzate da un sufficiente grado di polimorfismo inter-genomico
sono state isolate le sequenze genomiche dei due alleli SBEIla localizzati nel genoma A e nel genoma
B di frumento tenero. Per lo studio dell’allele del genoma D ¢ stata utilizzata la sequenza genomica
isolata da Ae. tauschii (SBEIla-DAI n° acc. AF338431 Rahman et al., 2001) considerato il donatore
del genoma D al frumento esaploide T. aestivum.

L’isolamento dei due alleli ¢ stato possibile grazie alla disponibilita della sequenza di Ae tauschii
SBEIlaDA]I e di tre frammenti genomici, corrispondenti alla regione compresa tra I’esone IX e 1’esone
XII dei geni SBEIla, isolati rispettivamente dal genoma A, B ¢ D di frumento tenero (Konovalov et
al., 2008 non pubblicato). L’elevato grado di polimorfismo identificato tra le tre regioni omeologhe
ha permesso di disegnare oligonucleotidi genoma specifici che sono stati utilizzati in coppia con

oligonucleotidi disegnati nella regione 5 UTR e 3° UTR del gene, utilizzando la sequenza SBEIlaDAl
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di Ae. tauschii. La disponibilita di enzimi di sintesi del DNA di nuova generazione, in grado di
amplificare frammenti di PCR di dimensioni superiori a 10 kb, ha infine permesso di isolare i due geni
attraverso la produzione di due frammenti PCR sovrapposti (di dimensioni da 4 Kb a 7 Kb) in grado di
coprire I’intera sequenza genomica dei due alleli dall’ATG al codone di stop.

La struttura dei due alleli ¢ risultata identica alla struttura del gene SBEIlaDA1 di Ae. tauschii.

Analisi e caratterizzazione dei polimorfismi identificati nei loci SBEIIa

L’allineamento delle sequenze nucleotidiche ha evidenziato [’esistenza di un elevato grado di
similarita tra le sequenze di cDNA dei tre alleli SBEIlla-A, SBEIla-B e SBEIla-DA1 (97%-98%).
L’esone I e I’esone II hanno dimensioni differenti nei tre omeologhi a causa della presenza di alcuni
polimorfismi di tipo indel. Le indel identificate sono state localizzate nella regione codificante per il
peptide segnale (Nair et al., 1997); questi polimorfismi non influiscono sull’attivita della proteina
matura ma potrebbero indurre comportamenti differenti delle tre isoproteine nel processo di
modificazioni post-traduzionale e compartimentalizzazione all’interno dei tessuti della pianta.

La comparazione delle sequenze genomiche ha rilevato una similarita di circa il 90-91% tra i tre alleli,
evidenziando la presenza di un grado di polimorfismo maggiore nelle regioni introniche.

Sono state identificati diversi polimorfismi di tipo indel nelle regioni introniche dei tre alleli.

In particolare ¢ stata identificata una inserzione nell’introne IX dell’allele SBEIla-A risultata simile al
gene di frumento U3 snRNA e caratterizzata dalla presenza di elementi che suggeriscono che
I’inserzione sia stata mediata da un elemento trasponibile di tipo L1 (Konovalov et al. 2008).
L’interazione tra geni snRNA e elementi L1 ¢ stata riportata, anche, nel genoma umano (Buzdin et al.,
2002.).

Il confronto di tale inserzione con la sequenza corrispondente di 7. monococcum, disponibile in Banca
Dati, ha evidenziato una delezione di 56 bp nell’introne IX di T. monococcum rispetto alla sequenza
del genoma A di T. aestivum.

La regione caratterizzata dalla delezione di 56 bp ¢ stata studiata in diversi frumenti poliploidi e nei
diploidi T. urartu, T. boeoticum e T. monococcum. L’inserzione ¢ risultata assente nei due frumenti
diploidi caratterizzati da genoma A™A™ e presente in 7. wrartu (A"A"). Questo dato avvalora
ulteriormente la tesi che 7. urartu sia il progenitore del genoma A dei frumenti poliploidi.

L’analisi Blast Search ha rilevato che diverse inserzioni, identificate negli alleli SBEIla dei genomi B
e D, presentano un elevato grado di similarita con elementi trasponibili di tipo Minature Inverted-
repeat Transposable Element (MITE).

Gli elementi trasponibili costituiscono circa 1’80% del genoma di frumento (Jiang e Wsessler, 2001;

Cantrell et al., 2001). Gli elementi MITE hanno dimensioni comprese tra 100-500 bp e vengono
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riconosciuti per la presenza di una sequenza caratteristica nota come Terminal Inverted repeat e dei
siti Target Site Duplication TSDs costituiti da due o tre nucleotidi (Mason-Gamer, 2007).

Studi comparativi, eseguiti in precedenza, hanno mostrato che le inserzioni TE non risultano
conservate tra i tre genomi di frumento; al contrario porzioni significative di elementi TE sono
risultate conservate tra i genomi A e D e i loro rispettivi progenitori 7. urartu e Ae. tauschii (Wicker et
al., 2003; Dvorak et al., 2006;).

Uno studio di comparazione tra le gli elementi TE presenti nel locus SPA (Storage Protein activator)
del genoma S di Ae. speltoides e nel genoma B di frumento ha mostrato che nessun TE risultava
conservato tra i due genomi (Salse et al., 2008); questo risultato ha portato gli autori a concludere che
Ae. speltoides, considerato uno degli antenati piu vicini al genoma B di frumento, si sia separato molto
presto dal progenitore dell’attuale genoma B.

Nel presente studio sono state identificate due inserzioni di tipo MITE localizzate nell’introne XIV e
XV dell’allele SBEIla del genoma B.

L’inserzione di tipo MITE localizzata nell’introne XIV appartiene alla famiglia Stowaway. La regione
del gene interessata dalla presenza dell’elemento MITE-Sfowaway ¢ stata studiata in diverse
accessioni dei frumenti poliploidi selvatici e coltivati e nei diploidi caratterizzati dal genoma SS
appartenenti alla sezione Sitopsis di Aegilops. L assenza dell’inserzione in tutte le specie con genoma
SS ha suggerito che I’inserzione dell’elemento MITE sia stata posteriore alla divergenza del
progenitore del genoma B dalle specie della sezione Sitopsis. Questo risultato ¢ in accordo con quanto
riportato dallo studio di Salse et al. (2008). L’elemento MITE ¢ risultato presente nel locus SBElla-G
dei frumenti T. araraticum e T. timophevii caratterizzati da genoma (AAGQG).

Sorprendentemente 1’analisi di due accessioni di 7. dicoccoides e di T. turgidum ha rilevato 1’assenza
dell’inserzione MITE nel frammento isolato dal genoma B che ¢ risultato, al contrario, presente nel
coltivato T. dicoccum. Questo risultato andra confermato attraverso 1’analisi di un maggior numero di
accessioni dei frumenti tetraploidi con genoma AABB. In ogni caso in letteratura ¢ stato riportato che
elementi TE della famiglia Stowaway siano stati interessati, nell’ambito del tribu delle Triticeae, da un
complesso processo evolutivo caratterizzato da eventi multipli di inserzioni e delezioni in un singolo
locus (Mason-Gamer, 2008). Inoltre ¢ noto dalla letteratura che il genoma B sia stato interessato,
durante il processo evolutivo, da una maggiore frequenza di cambiamenti rispetto ai genomi A e D
(Wendel, 2000). Un’ipotesi possibile ¢ che I’inserzione dell’elemento MITE nel locus SBEIla-B e G si
sia verificata in un antenato del progenitore dei genomi B e G piu recente rispetto ai frumenti con
genoma SS; I’inserzione potrebbe essere stata persa in 7. durum a causa dell’elevata attivita degli
elementi TE. L’inserzione ¢ risultata presente nella specie coltivata 7. dicoccum (AABB) suggerendo
che la perdita dell’elemento MITE non sia stato un evento sistematico nei frumenti con genoma

AABB ma abbia interessato alcune sottospecie selvatiche e coltivate.
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Selezione delle regioni bersaglio nel TILLING

Le sequenze genomiche dei tre alleli SBEIla rappresentano la “risorsa genetica” alla base del progetto
di TILLING descritto nel presente lavoro. Specifiche regioni dei tre alleli sono state analizzate in una
popolazione di frumento tenero caratterizzata da un’elevata densita di mutazioni puntiformi indotte dal
trattamento mutageno con I’ EMS.

Le regioni bersaglio per il TILLING sono state selezionate in base a diversi parametri in grado di
fornire una stima della probabilita di identificare “SNP funzionali” nei geni di interesse. Sono
considerati “SNP funzionali” le mutazione in grado di determinare la perdita dell’espressione del gene
target (mutazioni non senso ¢ splicing) e le mutazioni missenso che provocano sostituzioni
amminoacidiche deleterie per 1’attivita catalitica dell’enzima di interesse.

Nelle specie poliploidi come il frumento la possibilita di generare cambiamenti apprezzabili del
fenotipo ¢ subordinata all’identificazione di mutazioni efficaci in tutte le copie dei geni codificanti per
la proteina target e alla successiva combinazione dei rispettivi genotipi mutanti. Per tale ragione sono
state sottoposte all’analisi di TILLING le tre copie omeologhe del gene SBEIla. 1l programma
CODDLE ¢ stato utilizzato per 1’identificazione delle posizioni amminoacidiche maggiormente
conservate e considerate importanti per D’attivita catalitica dell’enzima. Tuttavia le impostazioni
dell’applicazione CODDLE permettono la selezione di frammenti genici di dimensioni massime fino a
1,5 Kb. In questo studio sono state selezionate regioni target di dimensioni fino ad un massimo di 2,2
Kb, dimostrando la possibilita di ottenere amplificazioni PCR, robuste e specifiche, di frammenti di
dimensioni maggiori rispetto a quelle classicamente utilizzate nel TILLING. L’analisi della sequenza
genomica ha inoltre evidenziato la presenza di una regione, corrispondente all’esone XVI, che ¢
risultato un bersaglio particolarmente interessante per 1’elevata probabilita di generare mutazioni

deleterie nonostante sia caratterizzato da dimensioni molto ridotte dell’ordine di 200 bp.

Applicazione dell’High Resolution Melting per I’identificazione di SNP nel TILLING

Il presente lavoro rappresenta una delle prime applicazioni dell’HRM nell’identificazione di mutazioni
puntiformi nel TILLING. Lo studio di Gady et al. (2009), pubblicato lo scorso ottobre, ha riportato
I’utilizzo di tale metodologia nel TILLING in pomodoro. Uno studio molto recente (Dong et al., 2009)
ha descritto 1’applicazione dell’HRM in frumento tenero. In quest’ultimo lavoro gli autori hanno
combinato I’HRM con I'utilizzo di un software per 1’analisi di sequenza in grado di discriminare la
presenza di mutazioni puntiformi in amplificazioni PCR non allele specifiche.

La tecnica del’HRM ¢ adatta all’analisi di frammenti di dimensioni fino a 400 bp (Reed ¢ Wittwer,
2004).

Nel presente lavoro sono stati sottoposti all’analisi HRM frammenti di DNA allele specifici, di

dimensioni comprese tra 150 e 400 bp, ottenuti attraverso una strategia di Nested PCR. I frammenti
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analizzati corrispondono ciascuno alla regione di un singolo esone. Sebbene il TILLING classico,
basato sull’utilizzo dell’enzima Cell, consenta di analizzare frammenti di DNA dell’ordine di 1.5 kb,
questo metodo porta all’identificazione di numerose mutazioni localizzate nelle regioni non codificanti
del gene (Slade ef al., 2005). L’utilizzo del’HRM ¢ risultato ideale per I’analisi dei geni SBEIla, che
presentano esoni di piccole dimensioni (da 43 a 242 bp) separati da estese regioni introniche, in quanto
ha consentito di identificare, prevalentemente, SNP localizzati nella regione codificante del gene.

E stata calcolata una densitd di mutazioni, associata alla popolazione di frumento analizzata,
dell’ordine di 1 SNP ogni 36 Kb analizzati. Questo valore ¢ risultato leggermente migliore della
frequenza di mutazione, precedentemente attribuita alla stessa popolazione, calcolato da studi basati
sul TILLING classico (1 SNP/ 40 kb) (Parry et al., 2009). Questo dato dimostra che ’'HRM
rappresenta una tecnica efficiente nelle applicazioni di TILLING negli organismi vegetali.

L’HRM ¢ un saggio closed-tube che viene eseguito direttamente sui frammenti PCR e non prevede
alcun processamento post PCR degli ampliconi; tale tecnica offre vantaggi in termini di costi e
soprattutto di tempo rispetto agli altri metodi di identificazione di mutazione utilizzati nel TILLING
(Hofinger et al., 2009). Sebbene il costo degli strumenti HRM sia paragonabile a quelli del 4300 DNA
Analyzer (Li-Cor) o al dHPLC WAVEtm system (Transgenomic) comunemente utilizzati nel
TILLING, il metodo HRM offre notevoli vantaggi nel risparmio di materiale consumabile perché non
richiede analisi su gel o di cromatografia liquida degli ampliconi. L analisi al Light Scanner richiede
inoltre al massimo 10 min per generare le curve di melting degli ampliconi e I’identificazione dei
profili mutanti.

Le specie poliploidi come il frumento hanno un’elevata capacita di tolleranza al trattamento mutageno
che risulta in un’elevata densita di mutazioni indotte nel genoma (Parry et al., 2009); per questo
motivo 1’utilizzo di pool costituiti da due genotipi ¢ sufficiente a garantire una buona efficienza
nell’identificazione degli SNP. L’utilizzo di pool di dimensioni maggiori aumenta il through-put
dell’analisi; ’'HRM ¢ risultato abbastanza sensibile da identificare gli SNP in pool costituiti da cinque
genotipi (Hofinger et al., 2009),

Hofinger et al. (2009) hanno riportato che ’HRM risulta poco efficiente nell’identificazione di SNP
localizzati a meno di venti nucleotidi di distanza dagli oligonucleotidi PCR. I risultati del nostro studio
sembrano confermare questa tesi, in quanto, sono state identificate solo due mutazioni localizzate nei
siti di splicing, posizionati all’estremita dell’amplicone, ed, in entrambi i casi, la loro distanza dagli
oligonucleotidi PCR ¢ risultata maggiore di 20 nucleotidi. Per alcuni degli ampliconi analizzati nel
nostro studio gli oligonucleotidi PCR erano stati disegnati attraverso il software HRM Primer Design
che prevede una regione buffer, tra gli oligonucleotidi e le estremita di splicing dell’esone, di circa 5
nucleotidi; questa caratteristica potrebbe spiegare la bassa percentuale di SNP identificati nei siti di

splicing degli esoni analizzati.

145



Identificazione di nuova variabilita genetica nei loci SBEIla attraverso il TILLING

Sono state generate nuove serie alleliche per ciascuno dei tre loci SBEIIa.

L’analisi delle nuove varianti alleliche ha consentito di individuare diversi polimorfismi localizzati nei
domini conservati dell’enzima di ramificazione. La disponibilitda dei genotipi caratterizzati da
quest’ultime mutazioni rappresenta una risorsa di interesse per studi di natura biochimica tesi a
stabilire il ruolo svolto da singole posizioni amminoacidiche nell’attivita catalitica della proteina.
Inoltre tali mutazioni rappresentano una fonte di nuova variabilitda genetica che potrebbe originare
fenotipi di interesse.

Tuttavia la potenzialita maggiore del TILLING ¢ la generazione di mutanti knock-out ossia di genotipi
caratterizzati dalla perdita dell’espressione del gene di interesse. Il vantaggio associato alle mutazioni
deleterie ¢ la possibilita di prevedere 1’effetto sulla funzionalita della proteina target. In generale
questo aspetto risulta vantaggioso negli studi di genomica funzionale tesi a stabilire il ruolo svolto
dalla proteina studiata. Il TILLING presenta diversi vantaggi rispetto ad altre tecniche di genetica
inversa come, ad esempio, la mutagenesi inserzionale. L’applicazione della mutagenesi inserzionale
implica 'utilizzo di tecniche di trasformazione e rigenerazione delle piante, processi mal tollerati dai
cereali. Inoltre tale approccio non permette di generare serie alleliche ma unicamente mutanti loss of
function.

Il TILLING ¢ stato, inoltre, riconosciuto un valido strumento per il miglioramento delle colture e in
particolare del frumento (Slade et al., 2005). I mutanti EMS sono caratterizzati da polimorfismi a
singolo nucleotidi che hanno un effetto poco invasivo nel genoma della specie target. Le varieta
generate attraverso il TILLING non sono sottoposte a norme restrittive in quanto non transgeniche; il
rilascio di varieta generate attraverso tale tecnologia risulta molto piu semplice di quello delle varieta
prodotte con approcci transgenici quali, ad esempio, I’'RNAi (Regina et al., 2006; Sestili et al., 2010,
submitted).

In questo lavoro sono state generate varianti alleliche caratterizzate dalla presenza di SNP deleteri per i
tre omeologhi del gene SBE/Ia di frumento. In particolare sono stati identificati due piante di frumento
che presentano un codone di stop nell’allele SBEIla-A e due genotipi, rispettivamente con un codone

di stop e una mutazione nel sito di splicing, per ciascuno dei due alleli SBEIla-B e SBEIla-D.

La disponibilita di mutanti loss of function per il gene SBEIla rappresenta una risorsa di forte interesse
applicativo. La perdita dell’espressione del gene SBE/la in frumento ¢ stata precedentemente associata
ad un fenotipo di interesse. Le piante di frumento tenero e duro, caratterizzate dal silenziamento dei
geni SBEIla, prodotte da Regina et al. (2006) e Sestili et al. (2010) con la tecnica dell’RNA1, hanno
mostrato valori del contenuto di amilosio superiori al 70% dell’amido totale contro il 25-28 % tipico

delle varieta normali. Elevate percentuali di amilosio sono state associate all’incremento di una
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frazione di amido caratterizzato da una struttura resistente all’azione degli enzimi digestivi umani.
L’“amido resistente” ¢ un composto bioattivo che svolge diverse funzioni benefiche sulla salute

umana e previene importanti malattie legate a disturbi alimentari (vedi Introduzione).

In questo lavoro sono state analizzate le linee di frumento transgeniche RNAi prodotte da Sestili ef al.,
(2010, submitted). La misura del contenuto di amilosio delle piante transgeniche ha rivelato che linee
caratterizzate da un diverso grado di silenziamento del gene presentano diverse percentuali di amilosio
dal 45% al 70% dell’amido totale. Attualmente sono in corso gli esperimenti di incrocio tra i mutanti
singoli nulli SBEIlla-A"SBEIla-B e SBElla-D'. La generazione di un set di genotipi nulli e parziali nulli
per gli alleli SBEIla permettera, anche in questo caso, D’ottenimento di una serie fenotipica

caratterizzata da diversi valori del contenuto di amilosio.

PCR Marker Assisted Selection per la selezione delle mutazioni nel programma di incrocio

L’utilizzo di strategie di Marker Assisted Selection (MAS) rappresenta uno strumento largamente
consolidato nei programmi di breeding moderni.

In questo lavoro sono stati messi a punto due saggi di tipo MAS per 1’identificazione degli alleli nulli
SBEIla-A" ¢ SBEIlla-Bnella progenie (M3) dei genotipi (M2) utilizzati nell’analisi di screening. Il
saggio relativo all’identificazione dell’allele nullo SBEIla-Dnon ¢ stato descritto in quanto le piante,
attualmente, non sono state analizzate. I saggi sono basati sulla presenza, nell’allele di interesse, di siti
di riconoscimento per enzimi restrizione che permettono di discriminare il genotipo mutante
omozigote da quelli eterozigoti ¢ wild type. Qualora assente nella sequenza, il sito di restrizione ¢ stato
introdotto attraverso amplificazioni PCR basate sull’utilizzo di primers dCAPs (Neff et al., 1998).
Questi saggi saranno utilizzati per la selezione della progenie degli incroci tra i tre genotipi singoli

nulli SBEIIa-A> SBEIla-B e SBEIla-D attualmente in corso.

Analisi dei trascritti nei mutanti singoli nulli generati attraverso il TILLING

L’analisi dei trascritti dell’allele del genoma A nei due mutanti singoli nulli SBEIla-A" 1 e SBEIla-A2
non ha rilevato la presenza di alcun prodotto PCR visibile nei due mutanti nulli. Saito e Nakamura
(2005) hanno riportato un risultato simile nel caso di un mutante naturale Wx-AI caratterizzato dalla
presenza di un codone di stop all’interno della sequenza del gene. Al contrario il mutante naturale
waxy di orzo (Patron et al., 2002), caratterizzato da una delezione nella regione 5° UTR, presentava lo
stesso livello di trascritti riscontrato nel genotipo wild type. Zhu et al. (2005) hanno caratterizzato una
linea di frumento priva della glutenina HMW Bx14 prodotto con la mutagenesi chimica. La sequenza

del gene codificante per la Bx14 presentava un codone di stop; anche in questo caso 1’analisi del
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trascritto del gene ha rilevato la presenza di livelli simili nel genotipo mutante e nel wild fype. In
Arabidopsis una linea di una collezioni di mutanti inserzionali, priva dell’enzima SSIV, ha mostrato
livelli normali dell’espressione del trascritto corrispondente (Roldan et al., 2007).

Nel nostro caso, ’assenza della banda dei trascritti dei due mutanti singoli nulli suggerisce che
I’'mRNA sia stato riconosciuto e degradato attraverso un processo noto come nonsense-mediated RNA
decay (NMD) (Cai et al., 1998). NMD costituisce un meccanismo di controllo qualita dell’'mRNA che
previene I’accumulo di proteine tronche degradando mRNA aberranti. Nei mammiferi questo
meccanismo ¢ stato ampiamente studiato. Nei mammiferi il sistema NMD agisce solo nel caso in cui
la mutazione nonsenso sia posizionata a piu di 55 nucleotidi a monte dell’ultima giunzione esone-
esone; I’NMD non entra in azione nel caso di geni privi di introni (Maquat, 2004).

Negli organismi vegetali il sistema NMD non ¢ stato ben caratterizzato. Sono noti, in pianta, esempi di
degradazione dei trascritti nel caso di mutazioni non senso localizzate in geni privi di introni (Jofuku
et al. 1989). Sono inoltre stati riportati diversi esempi di riduzione dei livelli di mRNA per geni con
introni; in questi casi il codone di stop risultava localizzato ad una distanza maggiore di 55 nucleotidi
dall’ultima giunzione esone-esone (Dehesh et al., 1993; Marchant and Bennett, 1998; Isshiki et al.
2001; Saito e Nakamura, 2005). Nei nostri mutanti SBEIlla-A" 1 e SBEIla-A2 le mutazioni non senso
sono posizionate ad una distanza maggiore di 55 nucleotidi dall’ultima giunzione esone —esone; lo

stesso vale per le mutazioni deleterie identificate per gli alleli SBEIla-B e SBEIla-D.

Studio del fenotipo di linee di frumento caratterizzate da alterazioni del pathway biosintetico
dell’amido

L’assenza di uno o piu isoforme della proteina waxy, in frumento ¢ stata precedentemente associata a
fenotipi caratterizzati da una diminuzione del contenuto di amilosio (Yamamori et al 2000).

Le misure del contenuto di amilosio nei set di linee waxy e parziali waxy di frumento ha rilevato un
drastico crollo nei genotipi waxy totali di frumento tenero e frumento duro; i mutanti parziali
presentano valori di amilosio lievemente ridotti. Questo dato suggerisce un possibile effetto di
compensazione svolto dalle isoproteine attive nei mutanti parziali.

L’analisi RVA dei set di parziali nulli ha rilevato, sia in frumento tenero che duro, che la mancanza
delle diverse isoproteine waxy ¢ associata proprieta viscoelastiche differenti nei rispettivi genotipi. Il
singolo nullo Wx-B1ha mostrato il profilo di viscosita piu simile ai genotipi totali nulli sia in frumento
tenero che in frumento duro. Nei genotipi waxy completi ¢ stata riscontrata una tendenza a raggiungere
il valore di massima viscosita in tempi piu brevi rispetto ai genotipi normali e parziali; il valore di
viscosita finale, indice del livello di retrogradazione dell’amido, ¢ risultato significativamente ridotto
nei genotipi waxy completi. [ mutanti parziali hanno in generale mostrato valori di viscosita finale

intermedi tra il genotipo nullo e quello normale; non ¢ stata al contrario osservata la tendenza a
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raggiungere il picco di viscosita in tempi minori rispetto al wild fype. Questo comportamento € in
accordo con i dati relativi al contenuto di amilosio misurato nel set di linee waxy. Questi dati
confermano il ruolo prioritario dell’amilosio nel processo di retrogradazione dell’amido; la
diminuzione dell’amilosio provoca una diminuzione della percentuale di amido retrogradato e di
conseguenza dei valori di viscosita finale. Lo shift dei profili RVA a temperature minori ¢ dovuta
all’assenza dei complessi amilosio lipidi e alla diminuzione di energia necessaria a indurre la
gelatinizzazione dell’amido. L’assenza del complesso amilosio lipidi ¢ stata confermata nel genotipo
waxy totale di tenero dalle analisi di DSC.

E stato registrato un forte aumento della percentuale dei p-glucani nei due genotipi waxy completi di
frumento tenero e duro. Questo risultato fornisce un indizio della presenza di effetti pleiotropici,
dovuti all’esistenza di substrati in comune o ad alcuni enzimi coinvolti nella biosintesi delle due classi
di carboidrati (Rudi et al., 2006). Inoltre I’aumento di B-glucani potrebbe costituire un valore aggiunto
per le varieta waxy a causa dell’effetto benefico delle fibre alimentari sulla salute umana (Rudi et al.,

2006).

La mancanza delle tre isoproteine Sgpl in frumento tenero ¢ stata associata a un significativo aumento
dell’amilosio da Yamamori et al. (2000).

In questo studio ¢ stato caratterizzato un set di mutanti Sgp-/nulli parziali e completi di frumento
tenero e frumento duro. La misura del contenuto di amilosio della linea Sgp/ nulli completa di
frumento tenero ha confermato il dato di Yamamori et al 2000, evidenziando un livello di amilosio
pari al 35 % rispetto dal 25 % del wild type. Il genotipo Sgp! nulli completo di frumento duro ha
mostrato un aumento maggiore dell’amilosio risultato pari al 43% dell’amido totale. Inoltre I’analisi
delle linee parziali di frumento duro ha rilevato un incremento maggiore dell’amilosio nel genotipo
Sep-BI°, suggerendo un ruolo predominante di questa isoforma nella sintesi dell’amilopectina.
L’analisi RVA dei genotipi Sgpl nulli completi ha rilevato un drastico crollo di tutti i valori di
viscosita. In frumento duro I’analisi RVA dei parziali ha confermato 1’ipotesi che la proteina Sgp-B1
abbia un ruolo maggioritario rispetto all’isoforma Sgp-Al.

Sono state inoltre caratterizzate le linee transgeniche di frumento duro prodotte da Sestili et al., 2010.
Il silenziamento del gene SBEIla, ottenuto attraverso la tecnologia del’RNAI, ha prodotto diverse
linee di frumento duro con elevati valori di amilosio compresi in un intervallo tra il 45% e il 70%
dell’amido totale.

Questi dati confermano quanto riportato da Regina et al. (2006). Le linee transgeniche in generale
hanno mostrato valori del contenuto di amilosio maggiori rispetto ai genotipi Sgp-/ nulli; inoltre tali
linee presentano rese paragonabili al genotipo normale. Al contrario le cariossidi del genotipo Sgp-1

nulli mostrano rese inferiori e il caratteristico fenotipo raggrinzito. L’analisi RVA delle linee RNAi ha
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inoltre confermato che elevate percentuali di amilosio determinano un drastico crollo di tutti i valori di
viscosita. La produzione di un set di nulli parziali e completi nulli SBE//a e la disponibilita di linee di
frumento transgeniche prive dello stesso enzima SBEIlla (Sestili et al., 2010, submitted) permettera di
effettuare analisi di comparazione interessanti per stabilire le differenze e le analogie associate a piante
generate attraverso approcci transgenici e non transgenici. Studi di questo tipo possono dare un
contributo di conoscenza utile alla risoluzione delle diverse problematiche, di natura sociale e

legislativa, associate agli organismi OGM.
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6 CONCLUSIONI

In questo lavoro di dottorato, ¢ stata realizzata la produzione, in frumento, di genotipi di interesse

attraverso I’utilizzo di una tecnologia di genetica inversa di nuova generazione, il TILLING.

Recentemente il TILLING ¢ stato largamente utilizzato come strumento di miglioramento delle specie
coltivate. Slade ef al. (2005) hanno riportato la generazione di nuova variabilita genetica nei loci waxy
dimostrando 1’efficienza del TILLING nella produzione di linee di frumento caratterizzate da amidi
con nuove proprieta e di interesse applicativo. In Dong et al. (2009) sono state prodotte nuove serie
alleliche per i geni che codificano le proteine PinA e PinB coinvolte nel controllo della “hardness”
della cariosside, un’altra caratteristica importante per la qualita del frumento tenero. La diffusione
delle applicazioni del TILLING alle specie cerealicole e, in particolare, al frumento, ¢ dovuta ad una
serie di vantaggi legati alle potenzialita della tecnica e alla natura dei cereali. Il TILLING e la
mutagenesi chimica permettono, al contrario di altri approcci quali la mutagenesi inserzionale, la
produzione di numerosi varianti alleliche del gene target associate a diversi livelli di alterazione del
fenotipo corrispondente; le nuove serie alleliche rappresentano un’opportunita sia per gli studi di
genomica funzionale sia per la produzione di fenotipi con caratteristiche intermedie tra il wild-type e il
mutante knock-out. Inoltre la mutagenesi chimica non prevede 1’utilizzo di tecnologie transgeniche;
questo aspetto risulta vantaggioso in ragione della natura recalcitrante delle maggiori specie
cerealicole ai processi di trasformazione e rigenerazione in vitro (Baylan et al., 2008). Le varieta
prodotte con il TILLING non sono soggette ad alcuna legislazione restrittiva particolare come

previsto, al contrario, per le varieta OGM.

La poliploidia di specie come il frumento comporta un’elevata capacita di tolleranza ai trattamenti di
mutagenesi classica che consente la produzione di popolazioni ad elevata densita di mutazioni; inoltre
le popolazioni TILLING rappresentano uno strumento unico per lo studio di mutazioni letali per la
pianta, in quanto, la maggior parte di tali mutazioni vengono comunque conservate in uno stato

eterozigote.

Altro vantaggio del TILLING ¢ rappresentato dalla possibilita di generare nuova variabilita genetica
utilizzando varieta commerciali gia esistenti delle specie coltivate. Gli organismi selvatici
rappresentano un’importante fonte di variabilita genetica che ha consentito la produzione di numerose
varieta con caratteristiche agronomiche o qualitative migliorate (vedi Itroduzione). Tuttavia queste
specie presentano caratteri agronomici non desiderati che le rendono meno adatte ai moderni

programmi di breeding rispetto alle moderne specie coltivate.
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In questo lavoro il TILLING ¢ stato utilizzato per generare nuove varianti alleliche nei loci SBEIla di

frumento tenero.

I geni SBEIIa rappresentano un target di interesse per la produzione di linee di frumento caratterizzate
da amidi high amylose. 1l fenotipo high amylose, nei cereali, ha recentemente suscitato 1’interesse di
diversi programmi di miglioramento per le sue potenzialita di produrre alimenti ricchi in amido
resistente, un componente bioattivo che apporta notevoli benefici alla salute umana. L’amido
resistente ¢ un componente ad azione prebiotica e stimola la produzione di SCFA, in particolare il
butirrato, composti che contribuiscono al mantenimento dei colonociti e alla prevenzione di importanti
malattie come il cancro. Inoltre I’aumento della percentuale di amido non digerito contribuisce alla
diminuzione dell’indice glicemico degli alimenti e rappresenta una nuova opportunita nella gestione di

diverse malattie legate a disturbi alimentari, molto diffuse nel mondo occidentale.

In particolare sono state generate nuove serie alleliche per i tre omeologhi codificanti I’enzima di
ramificazione SBEIla. In totale sono state generate 59 nuove varianti alleliche per il gene SBEIla-A,
14 peri il gene SBEIla-B e 49 per il gene SBEIIa-D. E stato possibile selezionare mutanti caratterizzati
dalla modificazione in posizioni amminoacidiche conservate negli enzimi di ramificazione dell’amido
che rappresentano una risorsa di interesse per studi di natura biochimica tesi a stabilire il ruolo svolto
da singoli amminoacidi nell’attivita catalitica della proteina. Il TILLING ¢ risultato efficiente per la

produzione di mutanti loss of function caratterizzati dalla perdita dell’espressione dei geni SBEI/a.

In questa Tesi di Dottorato sono stati identificati 6 mutanti knock-out, due per ciascun allele SBEIIa.
L’analisi RT-PCR dei due mutanti Knock-out SBElla-A'ha confermato una drastica riduzione

dell’espressione dell’allele target.

Le linee di frumento SBEIlla-A", SBEIlla-B'SBEIlla-D'saranno combinate per la produzione di un
fenotipo nulli completo che ci si attende sia caratterizzato da un significativo aumento del contenuto di
amilosio. Al fine di selezionare gli alleli di interesse nella progenie degli incroci tra i tre genotipi
SBElla-A", SBEIlaB", SBEIlla-D'sono stati messi appunto saggi di PCR Marker Assisted Selection
basati sull’utilizzo di oligonucleotidi dCAPS.

L’applicazione della strategia di TILLING ¢ subordinata alla disponibilita delle opportune risorse
genetiche. Quindi in un’ottica di TILLING sono stati isolati e sequenziati i due geni SBElla-A e
SBEIla-B non disponibili in Banca Dati. L’analisi dei polimorfismi inter-genomici rilevati e il
confronto con diverse specie del genere Triticum e Aegilops ha prodotto nuovi indizi sulle relazioni
che intercorrono tra gli attuali frumenti coltivati e i loro antenati. E stata identificata e caratterizzata
un’inserzione dell’allele SBEIla-A risultata presente in tutti i frumenti poliploidi e nel diploide 7.

urartu e asssente nei diploidi con genoma A™A™; questo risultato rappresenta un’ulteriore evidenza
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che la specie selvatica T. urartu (A"A") rappresenti il progenitore dei frumenti poliploidi. L’assenza
dell’inserzione transposon like, identificata nel gene SBEIla-B di aestivum, nelle specie diploidi con
genoma SS ¢ in accordo con quanto osservato da altri autori (Salse et al., 2008) che hanno verificato
I’assenza di conservazione di elementi MITE tra il genoma B dei moderni frumenti coltivati e il loro
antenato, il genoma S di Ae. speltoides. Inoltre la mancanza di conservazione dell’inserzione tra le
diverse sottospecie analizzate dei frumenti tetraploidi con genoma AABB potrebbe, se confermata,
costituire un’ulteriore evidenza della maggiore suscettibilita ai cambiamenti del genoma B rispetto ai
genomi A e D. La conservazione dell’inserzione nei frumenti con genomi AAGG potrebbe indicare
che I’evento di inserzione si sia verificato in un antenato comune ai genomi A ¢ B piu recente di Ae.

speltoides.

Il crescente interesse per le potenzialita della tecnologia del TILLING ha prodotto recentemente lo
sviluppo di nuove ed efficienti metodologie per I’identificazione delle mutazioni puntiformi nel
genoma vegetale. A partire dallo scorso anno sono stati riportati alcuni esempi di applicazione della
tecnica dell’High Resolution Melting per 1’identificazione delle mutazioni nelle specie vegetali (vedi
Introduzione). In letteratura sono ad oggi disponibili due esempi di applicazione dell’HRM allo
screening di popolazioni mutagenizzate con EMS: Gady et al. (2009) ¢ Dong et al. (2009)
rappresentano i primi esempi di applicazione del’HRM nel TILLING in due specie coltivate,
rispettivamente, il pomodoro, caratterizzato da genoma diploide, ¢ il frumento esaploide. Il confronto
dei due studi ha confermato la differente efficienza della strategia TILLING nelle specie diploidi e

poliploidi, dovuta alla maggiore tolleranza di queste ultime alle mutazioni.

Nel presente lavoro ¢ stata confermata ’efficienza dell’HRM nelle applicazioni di TILLING. L’HRM
¢ risultato efficiente nell’individuazione degli SNP e vantaggioso in termini di costi, tempi e facilita di
esecuzione. Infatti in un’ottica di analisi high-throughput il tempo e i costi dell’analisi rappresentano

fattori importanti per la fattibilita dello studio.

Infine la disponibilita di diversi genotipi, caratterizzati da varie alterazioni del pathway biosintetico
dell’amido, ha consentito di migliorare la conoscenza delle relazioni intercorrenti tra gli enzimi chiave
e le caratteristiche chimico fisiche dell’amido ¢ ad aumentare la conoscenza delle relazioni tra diverse
vie biosintetiche presenti nell’endosperma. Sono inoltre stati ottimizzati diverse metodiche per
I’analisi delle caratteristiche chimico fisiche dell’amido che saranno in seguito utilizzate per la

caratterizzazione del set di linee nulli parziali e completi SBEIla attualmente in via di produzione.
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