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SCHEDA DELLE ATTIVITA SVOLTE, CORSO DI DOTTORATO DI RICERCA IN
SCIENZE DELLE PRODUZIONI ANIMALI E VEGETALI

Codice del Corso di Dottorato/PhD code: DOT1335834

COORDINATORE: Prof. Roberta BERNINI

(1) INFORMAZIONI GENERALI DEL DOTTORANDO

Cognome e nome Frittelli Arianna
Ciclo XXXV
X con borsa di studio
Posizione [J senza borsa di studio
[]altro

(2) ATTIVITA’ DI RICERCA

Tutor: Sestili Francesco (DAFNE)
Cotutor: Mirko Volpato (Grandi Molini Italiani); Ermelinda

Cognome e nome del tutor Botticella (CNR-ISPA)

Universita, Ente di Ricerca,
Azienda Universita degli Studi della Tuscia, Viterbo

Sviluppo e caratterizzazione di linee di frumento duro con
migliorate caratteristiche di resa, qualita nutrizionali e

Titolo dell’attivita di ricerca :
tecnologiche.

Breve descrizione dell’attivita di ricerca
(Max 3500 caratteri, inclusi gli spazi)

Lo scopo principale del progetto di Dottorato & quello di sviluppare e caratterizzare nuove linee di
frumento duro con migliorate caratteristiche di resa, qualita nutrizionali e tecnologiche. Il progetto e
suddiviso in tre attivita che hanno i seguenti obiettivi: 1l-aumentare la biodisponibilita di
microelementi presenti nella cariosside per contrastare il problema della malnutrizione; 2-combinare
gli effetti salutistici dell’amido resistente (RS) e le caratteristiche tecnologiche dei frumenti duri soft;
3-combinare gli effetti salutistici dell’amido resistente con una migliorata resa.

La prima attivita ha riguardato la riduzione di acido fitico (AF) nella cariosside di frumento duro.
Per via della sua struttura chimica, I’AF lega importanti cationi minerali come Fe?*, Zn%*, Mn?*,
Ca?*che precipitano sotto forma di fitati. Dal momento che questi ultimi non vengono digeriti negli
animali monogastrici per via della mancanza di fitasi nel tratto digestivo, I’AF é considerato un
composto antinutrizionale. Nel progetto si & deciso di modulare 1’accumulo di AF nella cariosside di
frumento duro silenziando due geni chiave attraverso un approccio TILLING (Targeting Induced
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Local Lesions IN Genome). | due geni target sono: IPKI, coinvolto nell’ultimo step della via
biosintetica di AF; MRP3 responsabile del trasporto e dello stoccaggio di AF nel vacuolo. Dopo aver
selezionato i mutanti knockout nei 2 omeoalleli di ciascun gene (IPK1-Al, IPK1-B1, MRP3-Al,
MRP3-B1), le mutazioni sono state piramidate al fine di ottenere mutanti doppi nulli su cui studiare
gli effetti del silenziamento dei due geni target. Lo screening delle generazioni F2 ed F3 derivate
dagli incroci ha permesso di individuare mutanti doppio nulli omozigoti per i due geni target su cui
sono state portate avanti analisi di caratterizzazione nel contenuto di AF, localizzazione dei depositi
ferrosi all’interno della cariosside e analisi del contenuto di nutrienti. || mutante doppio nulli MRP3
e stato inoltre caratterizzato per le sue performance agronomiche e per la morfologia dell’apparato
radicale.

Per quanto riguarda la seconda attivita, sono disponibili presso il DAFNE due linee di frumento duro
in cui la componente amidacea € stata alterata. | genotipi ad alto contenuto di amilosio sono di
interesse per il basso profilo glicemico e la funzionalita prebiotica degli alimenti derivati in funzione
dell'aumento di "amido resistente”; il genotipo privo di amilosio e adatto alla progettazione di
alimenti ad alta digeribilita ideali per usi specifici, come I'alimentazione dei neonati. Tuttavia, le
linee ad alto contenuto di amilosio mostravano un aumento della durezza della cariosside che ha
effetti negativi durante la molitura. Per tale motivo, si & deciso di combinare il diversi mutanti
dell’amido con il carattere soft tipico di una linea di frumento duro (Soft Svevo). Tale linea & stata
realizzata mediante un approccio di ingegneria cromosomica che ha previsto il trasferimento del
locus (Ha), responsabile della durezza e tipico dei frumenti teneri, dal cromosoma 5D sul
cromosoma 5B. Lo screening delle generazioni F2 ha permesso di selezionare genotipi omozigoti
che possiedono contemporaneamente il locus Ha e mutazioni sui geni SSlla, SBEIla e Waxy su cui €
stata effettuata la caratterizzazione biochimica.

E stato inoltre osservato che i mutanti Sv SSlla e Sv SBElla pur presentando un buon profilo
nutrizionale, mostravano effetti negativi in termini di resa della granella. Recentemente alcuni autori
hanno dimostrato che silenziando un allele del gene GW?2 era possibile intervenire sulla grandezza,
sul peso e sulla resa della granella. Da qui I’obiettivo della terza attivita di incrociare mutanti
TILLING Kronos in cui il gene GW2 e silenziato nel genoma A con i nostri mutanti high amylose.
Le mutazioni sono state piramidate e sui mutanti omozigoti selezionati tramite PCR e HRM-
genotyping sono state portate avanti analisi di caratterizzazione fenotipica e biochimica.
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(3) PRINCIPALI ATTIVITA FORMATIVE SVOLTE
(Elencare tutte le principali attivita svolte e, per ciascuna di esse, indicare i dati richiesti)

Partecipazione a seminari,
corsi, convegni, workshop, Titolo Localita Data, ore o giorni
scuole
Metodologie
avanzate applicate | Universita
. . ai processi di degli Studi )
Corso proposto dal Collegio dei . . 6-9 Giugno 2022
Docenti trasformazione della  Tuscia- (8 ore)
alimentare (1CFU)- | modalita
Dott.ssa llaria telematica
Benucci
Tecniche di
ingegneria genetica | Universita
i i li i|17-18-22-23 Gi 2021
Corso proposto dal Collegio dei e proteica abl?lngte degli Stgdl 8 3 Giugno 20
. alle produzioni della  Tuscia- | (8 ore)
Docenti . . . .
animali e vegetali | modalita
(1 CFU)-Dott.ssa | telematica
Laura Bertini
Determinazione
dellg sque.nza Universita
aminoacidica deali Studi
Corso proposto dal Collegio dei utilizzando la 8 . 14-16-21-22 Giugno 2021
. . ,. |della  Tuscia-
Docenti spettrometria di s (8 ore)
modalita
massa (1CFU)- telematica
Prof.ssa Anna
Maria Timperio
Approccio
metabolomico per . s
. . Universita
la caratterizzazione deali studi
Corso proposto dal Collegio dei | e la valorizzazione & i 14-15-21-22 Giugno 2021
. . . della  Tuscia-
Docenti dei prodotti . (8 ore)
. . modalita
agroalimentari (1 telematica
CFU)- Dott.ssa
Federica Gevi
Tecniche molecolari
mnovatwe perlo University
studio del degli Studi
Corso proposto dal Collegio dei microbioma del & . 15-17-22-25 Giugno 2021
. della Tuscia-
Docenti latte e del s (8 ore)
. modalita
formaggio (1 CFU)- .
telematica
Dott.ssa Francesca
Luziatelli
. .| Statistica Avanzata Universita 31 Maggio- 04 Giugno
Corso prOpODSZ‘z:jt'iconeg'o del | onR(LCFU)-Dr. | deglistudi | 2021
Bruno Bellisario della Tuscia- | (8 ore)
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in presenza
Statistica Base con Universita
Corso proposto dal Collegio dei R (1 CFU) - Dr. degli Studi 24-27 Maggio 2021
Docenti Bruno Bellisario della Tuscia- | (8 ore)
in presenza
Corso proposto dal Collegio dei | Principi di scrittura Universita 13-15 Luglio 2020
Docenti scientifica (2 CFU) - degli Studi (16 ore)
Prof. D. Porretta della Tuscia-
modalita
telematica
Corso proposto dal Collegio dei | Meccanismi di Universita 9-12 Luglio 2020
Docenti difesa delle piante degli Studi (8 ore)
(1 CFU) - Prof.ssa della Tuscia-
C.Caruso modalita
telematica
Corso di Laurea Magistrale- Bioinformatics (6 Universita Febbraio- Maggio 2020
Biotecnologie per la Sicurezza e | CFU) - Dott.ssa S. degli Studi
la Qualita Agro-Alimentare Turco della Tuscia-
modalita
telematica
Corso proposto dal Collegio dei | Genetica e fisiologia Universita 8 Giugno 2020
Docenti della produzione di degli Studi 12 Giugno 2020
rilevanti specie della Tuscia- | (8 ore)
vegetali e modalita
cambiamenti telematica
climatici (1 CFU) -
Dott.ssa L.
Kuzmanovic
Corso proposto dal Collegio dei | Introduzione alla Universita 8-11 Giugno 2020
Docenti statistica degli Studi (16 ore)
descrittiva (2CFU) - della Tuscia-
Dott.ssa C. modalita
Franceschini telematica
Corso proposto dal Collegio dei | Disegni Universita 10-12 Giugno 2020
Docenti sperimentali degli Studi (8 ore)
(1CFU) - Prof. M. della Tuscia-
Pagnotta modalita
telematica
N SIGA Young Web Modalita 7 Luglio 2020
Seminario . .
Meeting telematica (4 ore)
IWGSC webinar "A
- roadmap for gene Modalita | 15 Luglio 2020
Seminario functional .
telematica (2 ore)

characterization in
wheat"
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Serminario Virtual Durum Modalita 27-28 Luglio 2020
Meeting telematica (4 ore)
Workshop BGRI Technical Modalita 7-9 Ottobre 2020
Workshop telematica (9 ore)
2nd Virtual Durum - 30 Novembre-01
Seminario Meeting MOda“Fa Dicembre
telematica
(4 ore)
Workshop Young Scientists for Modalita 16 Dicembre 2020
Plant Healt telematica (4 ore)
Webinar Grani
Seminario antichi e moderni Modalita 5 Maggio 2021
tra scienza e fake telematica (2 ore)
news nutrizionali
Webinars
Seminario Applicazioni delle Modalita 7-14-21-28 Maggio 2021
biotecnologie in telematica (8 ore)
campo agrario
Seminario 3rdVirtual Durum Modalita 21-22 Luglio 2021
Meeting telematica (4 ore)
LXIV SIGA Annual
Congress "Plant
Convegno genetic innovation Modalita 14-16 Settembre 2021
for food security in telematica (24 ore)
a climate change
scenario”
9TH PLANT
GENOMICS & GENE The Hague
Convegno EDITING Netherland’s 11-12 Aprile 2022
CONGRESS:
EUROPE

1 st PlantEd WG2
training school

Training School Genome edited Oeiras, 1 54-25 Maggio 2022
plants — Impact Lisbona
and beyond
Convegno AISTEC Portici, Napoli | 15-17 Giugno 2022
Nanotechnology in Universita
Summer school Agriculture degli Studi 30 Giugno e 1 Luglio 2022
della Tuscia
LXV SIGA Annual
Congress “On
Convegno Mendel's footsteps Piacenza 06-09 Settembre 2022

-From genes to
fork"
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Convegno

From Seed To

Pasta IV

Bologna 26-29 Ottobre 2022

(4) ATTIVITA DI DIDATTICA E DI RICERCA
(Elencare tutte le attivita svolte e, per ognuna, indicare i dati richiesti)

Attivita di tutoraggio e didattico-
integrative

-Esercitazioni

Preparazione di costrutti per la trasformazione
genetica mediante approccio cis-genico: inserimento
della cassetta di trasformazione in un vettore
batterico; trasformazione di cellule batteriche;
estrazione e digestione con enzimi di restrizione del
plasmide ricombinante.

Impiego di marcatori molecolari per selezionare linee
transgeniche.

Estrazione RNA da cariosside e foglia di frumento.

PCR diretta su foglia

Co-relatore  di  tesi di Laurea  Magistrale:
Caratterizzazione molecolare di genotipi di frumento
duro ad elevato valore nutrizionale e tecnologico.
Candidato Irene Sbrocca (matricola 801559). Relatore
Prof. Francesco Sestili. Controrelatore Prof. Giuseppe
Colla. Co-relatrici Dott.ssa Ermelinda Botticella e
Dott.ssa Arianna Frittelli. Corso di laurea Magistrale
LM7- “Biotecnologie per la Sicurezza e la Qualita Agro-
alimentare”.

Co-relatore  di  tesi di Laurea  Magistrale:
Caratterizzazione molecolare di genotipi di frumento
duro prodotti tramite la tecnologia CRISPR/Cas9 per il
miglioramento delle rese. Candidato Nicola Santillo
(matricola 803). Relatore Prof. Francesco Sestili.
Controrelatore Prof. Daniel Valentin Savatin. Co-
relatrice Dott.ssa Arianna Frittelli. Corso di laurea
Magistrale LM7- “Biotecnologie per la Sicurezza e la
Qualita Agro-alimentare”.

Co-tutoraggio di tirocinanti: Corso di laurea Magistrale
LM7- “Biotecnologie per la Sicurezza e la Qualita
Agroalimentare” (BioSiQuAl); Corso di Laurea triennale
in Scienze Agrarie e Ambientali L-25, Curriculum
Biotecnologie- "Biologia molecolare delle piante
agrarie".

Co-tutoraggio delle esercitazioni dell'insegnamento di
“Genomica di specie vegetali e applicazioni
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biotecnologiche”. Corso di laurea Magistrale LM7-
“Biotecnologie per la Sicurezza e la Qualita Agro-
alimentare” (BioSiQuAl); "Biologia molecolare delle
piante agrarie". Corso di Laurea triennale in Scienze
Agrarie e Ambientali L-25, Curriculum Biotecnologie.

e Cultore della materia per le discipline AGR/07 sopra
elencate.

Seminari
(Indicare il titolo, la localita, la
data)

Pubblicazioni scientifiche
(Indicare tutte le informazioni
bibliografiche dei lavori pubblicati
e sottomessi)

Camerlengo, F., Frittelli, A., Sparks, C., Doherty, A., Martignago,
D., Larrég, C., ... & Masci, S. (2020). CRISPR-Cas9 multiplex editing
of the a-amylase/trypsin inhibitor genes to reduce allergen
proteins in durum wheat. Frontiers in Sustainable Food
Systems, 4, 104. (https://doi.org/10.3389/fsufs.2020.00104).

Frittelli, A., Botticella, E., Palombieri, S., Masci, S., Celletti, S.,
Fontanella, M. C.,, ... & Sestili, F. (2023). The suppression of
TdMRP3 genes reduces the phytic acid and increases the
nutrient accumulation in durum wheat grain. Frontiers in Plant
Science, 14, 46 (https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1079559).

Comunicazioni a congressi
(Specificare se comunicazioni
poster o comunicazioni orali)

POSTER

e |XIV SIGA Annual Congress "Plant genetic innovation for
food security in a climate change scenario”, September
14-16, 2021- IMPROVEMENT OF DURUM WHEAT
GENOTYPES WITH DIFFERENT STARCH COMPOSITIONS
BY MODULATING THE SEED HARDNESS. Frittelli A,
Sbrocca |., Sestili F., Botticella E.

e 9TH PLANT GENOMICS & GENE EDITING CONGRESS:
EUROPE, The Hague, Netherlands, April 11-12, 2022-
APPLICATION OF A MULTIPLEX GENOME EDITING
STRATEGY IN DURUM WHEAT TO IMPROVE YIELD AND
GRAIN NUTRITIONAL QUALITY. Frittelli A., Camerlengo
F., Sparks C., Masci S., Sestili F.

e AISTEC Congress, June 15-17, 2022- PRODUCTION OF
BIOFORTIFIED DURUM WHEAT IN MICROELEMENTS.
Frittelli A., Botticella E., Masci S., Celletti S., Fontanella
M.C., Astolfi S., De Vita P., Volpato M., Sestili F.

e XV SIGA Annual Congress “On Mendel's footsteps -
From genes to fork", September 6-9,2022-
BIOFORTIFICATION IN MICROELEMENTS BY
MODULATING THE ACCUMULATION OF PHYTIC ACID IN
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DURUM WHEAT. Frittelli A., Botticella E., Masci S.,
Palombieri S., Celletti S., Fontanella M.C., Astolfi S., De
Vita P., Volpato M., Sestili F.

e From Seed To Pasta |V, October 26-29, 2022-
BIOFORTIFICATION IN MICROELEMENTS BY
MODULATING THE ACCUMULATION OF PHYTIC ACID IN
DURUM WHEAT GRAIN. Frittelli A., Botticella E., Masci
S., Palombieri S., Celletti S., Fontanella M.C., Astolfi S.,
De Vita P., Volpato M., Sestili F.

Altre tipologie di pubblicazioni
(Specificare)

Brevetto:

WHEAT MUTANT PLANT WITH A REDUCED CONTENT OF PHYTIC
ACID.

Domanda 102022000008315

Data di sottomissione: 27/04/2022

Partecipazione a progetti di
ricerca (Indicare il titolo e Ia
tipologia)

Stage in Italia e/o all’estero
(Indicare la localita e descrivere
brevemente il tipo di attivita
svolta)

Altre attivita formative

(Indicare la localita e descrivere
brevemente il tipo di attivita
svolta)

Data
03/02/2022

Firma

fﬂ Y ammo. /&Lfr. Helf,




