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Resumen

El trigo cultivado es genéticamente muy complejo debido a su origen a partir de especies
diploides ancestrales mediante procesos de hibridacién natural y posterior poliploidizacion. Los
trabajos realizados hasta la fecha han mostrado que todas las variedades de trigo cultivadas y las
especies silvestres emparentadas contienen epitopos toxicos. EI ARNi es una herramienta
excelente para el silenciamiento especifico de genes. Con esta tecnologia se han eliminado los
epitopos toéxicos presentes en los tres grupos de gliadinas del trigo harinero. Los anticuerpos
monoclonales mostraron una disminucién en la presencia de gluten téxico cercana al 98%. Los
ensayos con linfocitos T de extractos proteicos procedentes de las nuevas lineas de trigo eran
100 veces menos reactivos que sus genotipos parentales. Estos resultados suponen un
importantisimo avance en la consecucién de trigos aptos para los celiacos. Diversos estudios
muestran que la ingesta diaria de entre 10 y 50 mg de gluten pueden ser seguros para los
celiacos, por lo que las lineas descritas en este articulo podrian servir para la elaboracion de
productos para celiacos. El cardcter “silenciamiento de gliadinas” puede ser transferido
mediante cruzamiento a variedades comerciales de trigo permitiendo disponer de suficiente
variabilidad genética para obtener lineas alin menos téxicas que las ya producidas. Mas aun,
estas lineas podrian servir de base para tratar otras patologias relacionadas con el gluten como
son la anafilaxis dependiente de ejercicio fisico y la sensibilidad al gluten.

Abstract

Cultivated wheat is genetically very complex due to its origin from ancestral diploid species
through a process of natural hybridization and subsequent polyploidization. All cultivated wheat
varieties and their wild relatives contain toxic epitopes in relation to coeliac disease. RNAi is an
excellent tool for silencing single or group genes. Using this technology In combination with
genetic transformation, we have down-regulated toxic epitopes present in the w-, y- and a-
gliadins of bread wheat. Monoclonal antibodies showed a decrease in the presence of toxic
gluten close to 98%. Protein extracts from those lines were assayed using specific T cells for DQ2
and DQ8 epitopes, showing that the new wheat lines were 100 times less reactive than their
parental genotypes. These results represent a major breakthrough in achieving wheats suitable
for CD patients. The silencing of gliadins is a new breeding trait and can be transferred by
crossing to elite wheat varieties. A daily intake between 10 and 50 mg of gluten could be safe for
most CD patients, suggesting that the transgenic lines reported here could be used in foodstuff
tolerated by many CD patients. Moreover, these lines could serve as a basis for treating other
gluten pathologies such as Wheat-dependent exercise-induced anaphylaxis and gluten
sensitivity.
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1. Introduccion

Aunque la enfermedad celiaca (EC) es conocida desde la Antigiiedad, las primeras referencias
relacionando la ingesta de ciertos alimentos con la misma no aparecieron hasta finales del siglo
XIX. Durante la primera mitad del siglo XX el efecto pernicioso del pan ya era conocido, pero no
fue hasta después de la Segunda Guerra Mundial que Dicke, Weijers y Van De Kamer! sefialaron
que ciertos granos de cereales, especialmente de trigo y centeno, eran perjudiciales para los
nifios con enfermedad celiaca, probando el papel del gluten como agente desencadenante de la
enfermedad. Desde entonces, la dieta sin gluten es la Unica terapia eficaz para combatirla vy,
durante este tiempo, se han hecho grandes avances en la identificacion de los elementos dentro
del gluten responsables de provocar la enteropatia. A simple vista pudiera parecer que, una vez
conocidos, los epitopos téxicos podrian facilmente eliminarse mediante técnicas de mejora
genética vegetal y, de ese modo, obtener variedades aptas para el consumo de los celiacos. De
hecho, un proceso semejante se ha llevado a cabo desde el inicio de la agricultura con otros
cultivos, cuyas especies cultivadas ya no producen las sustancias tdxicas (o lo hacen en menor
medida) que en muchas ocasiones si presentan las especies silvestres de las que derivan como,
por ejemplo, antinutritivos en legumbres, glucosinolatos en coles y, mas recientemente, acido
erucico en colza. En el caso del trigo, el principal de los cereales con gluten, no es una tarea
simple debido a la complejidad genética del mismo asi como la de las proteinas que componen
este ultimo.

2. El trigo

El término trigo designa al conjunto de cereales, tanto cultivados como silvestres, del género
botanico Triticum, tribu Triticeae, perteneciente a la subfamilia Poiideae de la familia de las
gramineas. La cebada y el centeno se incluyen en la misma tribu que el trigo mientras que la
avena pertenece a otra tribu de la misma subfamilia. Otras gramineas de gran importancia son el
maiz y el arroz que, junto con el trigo, son los principales cereales de la dieta basica de la
humanidad.?

El grano del trigo es utilizado para hacer harina, sémola, cerveza y una gran variedad de
productos alimenticios, existiendo cierta especificidad en cada region del mundo en cuanto a los
tipos de trigo que se utilizan para cada uso; en los miles de afios transcurridos desde el inicio de
su cultivo, cada cultura ha desarrollado habitos y costumbres respecto de las caracteristicas de
ese consumo.

Desde el punto de vista genético, el trigo cultivado es muy complejo debido a su origen a partir
de especies diploides ancestrales mediante procesos de hibridacién natural y posterior
poliploidizacion. Las dos especies de trigo de importancia agricola, el duro (para fabricacién de
pastas), y harinero (el 90% de todo el trigo producido en el mundo), son tetraploide (dos
genomas, AABB) y hexaploide (tres genomas, AABBDD), respectivamente (Figura 1). El primero
se origind en la naturaleza mediante la hibridaciéon espontanea de dos especies diploides hace
0,5y 2 millones de afios, cada una donadora de los genomas Ay B. El trigo harinero (AABBDD) se
origind en los campos de cultivo, hace unos 8.000 afios, mediante la hibridacidn espontdnea
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entre el trigo duro (AABB) y A. tauschii, una especie diploide donadora del genoma D (Figura 1).
Todas las especies de trigo poseen un nuimero cromosémico multiplo de 7, contando las
especies diploides, tetraploides y hexaploides con 14, 28 y 42 cromosomas, respectivamente.
Los cromosomas de trigo se nombran por un numero y una letra que indican el genoma del que
procede. Debido al estrecho parentesco entre las especies donadoras de los genomas A, By D,
para cada par de cromosomas homalogos de uno de los genomas, presentes en el trigo harinero,
existe un par de cromosomas semejantes (homedlogos) en los otros genomas. En la practica, la
composicién poliploide del trigo implica que cada uno de sus genes se encuentra codificado por
duplicado (trigo duro) o triplicado (trigo harinero), por lo que la modificacién de un caracter
mediante mejora genética implica un mayor esfuerzo que el que habria de realizarse para una
especie diploide.

BB
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no identificado

AA
2n=14

Triticum urartu L.

0,5-2 M afios

Trigo diploide DD
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Figura 1. Origen del trigo harinero (hexaploide) y trigo de pasta (tetraploide) a partir de ancestros
diploides y posterior poliploidizacion. El trigo harinero, que representa el 90% del trigo que se cultiva en
el mundo, tiene un origen muy reciente.

3. Las proteinas del trigo

El grano de trigo esta constituido por proteinas con funciones estructurales o metabdlicas y
proteinas de reserva (gluten).® Estas Ultimas tenen como funcidn proveer de sustancias
nutritivas, amino acidos, a la plantula en los primeros estadios del desarrollo. De acuerdo con la
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clasificacion original de Osborne* basada en las diferencias de solubilidad de las proteinas del
grano de trigo, éste estaria compuesto de albuminas, globulinas, prolaminas (gliadinas) y
glutelinas (gluteninas). El gluten representa el 80% del total de proteina del grano y estaria
formado por gliadinas y gluteninas (Figura 2), que presentan propiedades fsicoquimicas
diferentes debido a su distinta habilidad para formar polimeros. Mientras que las gliadinas son
monomeéricas, las gluteninas se ensamblan en polimeros, estabilizados por puentes disulfuro que
las mantienen fisicamente unidas entre si, formando enormes agregados de tamafio variable.
Estas proteinas son las mas grandes que se conocen en la naturaleza.

Gluten de trigo
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(Monémeros) (80% proteina total) (Polimeros)
A I}
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Figura 2. Composicion del gluten de trigo. El gluten es una mezcla compleja de proteinas pertenecientes
a dos grandes grupos: las gluteninas y las gliadinas. Mientras que las gluteninas forman polimeros las
gliadinas permanecen como mondmeros. Las proteinas de cada grupo puede extraerse y separarse en
geles SDS-PAGE (gluteninas) y geles A-PAGE (Gliadinas). Las gluteninas estdn formadas por gluteninas

de alto (HMW) y bajo (LMW) peso molecular. Las gliadinas estdn formadas por tres grupos
estructurales; w-, y- y a-gliadinas.

La clasificacion de las proteinas del gluten basada en la solubilidad estd hoy superada gracias al
conocimiento de su naturaleza y genética, de modo que las gluteninas también deben ser
consideradas prolaminas por ser solubles en etanol acuoso tras la reduccién de los puentes
disulfuro intercatenarios y porque, ademads, estan estrechamente relacionadas por su evolucion
con las gliadinas.” Dentro de las gluteninas se distinguen dos fracciones en funcién de su
separacién mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con sodio dodecil sulfato
(SDS-PAGE): gluteninas de alto y bajo peso molecular (HMW y LMW, de sus siglas en inglés,
respectivamente), mientras que las gliadinas se clasifican a su vez en tres grupos estructurales:
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o-, y- and w-gliadinas segln su movilidad en geles de poliacrilamida a pH acido (A-PAGE)
(Figura-2).

El gluten es, por lo tanto, un complejo de proteinas cuya regulacion genética es también
compleja. Las especies diploides de trigo contienen dos genes de gluteninas HMW,
estrechamente ligados, codificados en el locus Glu-1 del brazo largo del cromosoma 1, y un
grupo de genes de gluteninas LMW, también estrechamente ligados entre si, codificados por el
locus Glu-3 del brazo corto del cromosoma 1. Las gliadinas ocurren en grupos de genes ligados
(bloques) localizados en el brazo corto de los cromosomas 1y 6 (Figura 3). La mayoria de las y-y
w-gliadinas estan localizadas en el locus Gli-1 del brazo corto del cromosoma 1, a poca distancia
del locus Glu-3 (subunidades de gluteninas de LMW), mientras que las a-gliadinas estan
controladas por el locus Gli-2 presente en el brazo corto del cromosoma 6. Existen también otros
loci menores en el brazo corto del cromosoma 1 que regulan algunas gliadinas y gluteninas
LMW. Cada uno de los bloques incluye un niumero variable de genes que se heredan como un
locus, siendo muy dificil separar un gen de gliadina de otro, dentro del mismo bloque, mediante
recombinacién genética. Como el trigo harinero posee tres genomas, su complemento es tres
veces mayor: varios cientos de genes de proteinas diferentes que se heredan en bloques, siendo
la mayoria de ellas gliadinas y gluteninas LMW.

Gli-A6 Gli-Al Gii-A3 Glu-A1

Gli-A5 Glu-A3
Gli-ps GlFB1 Glu-82 Glu-B1
1 \ 1
1B i y
] ‘Iui \
‘ y
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Glu-B4
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T
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Figura 3. Localizacion cromosomica de los loci de gluteninas y gliadinas en trigo hexaploide. Las
gluteninas de alto peso molecular se localizan en el brazo largo del grupo de cromosomas 1.
Las w- y y-gliadinas se localizan en varios loci en el brazo corto del grupo de cromosomas 1 mientras
que las a-gliadinas se localizan en el cromosoma 6. Las gluteninas de bajo peso molecular se localizan
también en el brazo corto del grupo de cromosomas 1 estrechamente ligadas a los loci de gliadinas.
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4. La fraccion toxica del gluten

La norma del cddex alimentario relativa a los alimentos para regimenes especiales destinados a
personas intolerantes al gluten (CODEX STAN 118 — 1979) entiende por gluten “una fraccién
proteinica del trigo, el centeno, la cebada, la avena o sus variedades hibridas y derivados de los
mismos, que algunas personas no toleran y que es insoluble en agua y en 0,5M NaCl”. Es mas, en
el mismo cddex se recoge una definicion de “prolaminas” identificandola con “gliadinas” que, a
pesar de haber sido sefialada como incorrecta, no ha sido corregida en la Ultima revisién de
2008. Estas definiciones de gluten y prolaminas pueden llevar a la confusidon por lo que es
importante aclarar que no todas las proteinas del gluten son toxicas, y que aquellas téxicas, no
lo son en la misma medida. Nosotros usaremos el término gluten para referirnos a la totalidad
de la fraccién de prolaminas, y no debe confundirse con el gluten de los alimentos para celiacos,
que en realidad se refiere al contenido en la porcidon toxica del mismo. A este ultimo nos
referiremos como gluten téxico.

Las proteinas del gluten de trigo son ricas en los aminodcidos prolina (15%) y glutamina (30%) y
presentan contenidos inusualmente bajos en los acidos aspartico y glutdmico. La elevada
cantidad de prolina es la causa de que las proteinas del gluten sean dificilmente digeridas por las
proteasas gastrointestinales, resultando en péptidos relativamente grandes que se acumulan en
el intestino delgado.® Estos péptidos son sustratos perfectos para la desamidacién de residuos
de glutamina en glutamato mediada por la transglutaminasa 2 (TG2), fundamental para la
creacion de epitopos estimuladores de linfocitos T implicadas en la EC.7#

Las gliadinas son, sin duda, el principal componente tdxico del gluten, especialmente las
a-gliadinas y las y-gliadinas ya que la mayoria de las células T CD4+ especificas de DQ2
(o DQ8).** derivadas de biopsias del intestino delgado de pacientes celiacos parecen reconocer
esta fraccion. Durante los Ultimos afos, en base a la capacidad de estimular la proliferacion de
linfocitos T, se han identificado epitopos inmunotdxicos en las proteinas del gluten de trigo y
otras gramineas. En el momento de redactar este capitulo, y sélo considerando el trigo harinero,
se pueden encontrar en la base de datos de epitopos IEDB (http://www.iedb.org/) 190 epitopos
estimuladores de linfocitos T relacionados con la EC. De ellos, 94 tienen su origen en moléculas
de a-gliadinas, 74 en y-gliadinas, 12 en w-gliadinas, 8 en gluteninas LMW y 2 en gluteninas
HMW. Por tanto, la fraccion de gliadinas del gluten es, con diferencia, mayoritariamente
responsable de la EC. Puesto que son los epitopos inmunogénicos los que inducen la respuesta
autoinmune que da lugar a la EC, la toxicidad de cada una de las variantes de las proteinas del
gluten vendrd determinada por el tipo y nimero de aquellos que contenga. Un péptido en
particular, el 33-mer de a-gliadina (residuos 57-89), altamente resistente a la protedlisis,
contiene 6 epitopos reconocidos por linfocitos T lo que le convierte en un contribuyente
principal a la inmunotoxicidad del gluten.™

5. ¢Hay variedades de trigo no toxicas?

El gluten confieren unas propiedades viscoelasticas Unicas a la masa del trigo, de ahi la enorme
variedad de alimentos que pueden fabricarse. El hombre, en el proceso de domesticacion del
trigo, ha ido seleccionando para este cardcter y, en ningin momento se ha realizado una
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seleccion genética teniendo en cuenta el caracter toxicidad en relacién a la EC. Sin embargo,
dentro del gluten, existe cierta variabilidad para el contenido relativo de cada una de las
fracciones de prolaminas: gluteninas y gliadinas, tanto a nivel especifico como dentro de la
especie.® Esta variabilidad justifica que en la base de datos de proteinas del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) se pueden encontrar las secuencias de 129 a-gliadinas
diferentes. Setenta y una de estas variantes han sido incorporadas durante el afio 2012. Sobre
esta base se estan haciendo grandes esfuerzos por encontrar variantes no toxicas o con baja
toxicidad tanto en el trigo como en las especies silvestres relacionadas, rastreando la presencia
de epitopos estimuladores de linfocitos T en las secuencias de genes de gliadinas de las distintas
especies de trigo' El andlisis de las secuencias de genes de gliadinas ha puesto de manifiesto
que el simple cambio en algunos aminoacidos de los péptidos toxicos seria suficiente para que
pierdan su caracter estimulador de los linfocitos T y, puesto que existen variantes naturales no
toxicas de estos péptidos,'® se ha sugerido la seleccién genética como herramienta para la
obtencidn de variedades que contengan las variantes no téxicas de los epitopos.'’ Sin embargo,
debido al estrecho ligamiento de los genes que se encuentran en ellos, la recombinacidn dentro
de un locus es muy poco probable, y hasta la fecha parece poco factible que por cruzamiento y
recombinacién puedan obtenerse variedades de trigo no toxicas. Estos estudios han permitido
conocer también que las secuencias de prolaminas de Aegilops tauschi, donante de uno de los
tres genomas del trigo harinero (el genoma D), son mas ricas en epitopos inmunotoxicos que las
de otras especies relacionadas.*® Esta podria ser una de las razones por las que el trigo harinero
es mas toxico que el trigo duro, que no posee el genoma D. Sin embargo, cuando se examina el
contenido en gluten en variedades de trigo duro y harinero, aunque hay diferencias entre las
variedades,” estos valores estdn muy por encima del limite maximo permitido para celiacos
(Figura 4). En consecuencia, la toxicidad de gluten ha pasado a ser mas una cuestidon cuantitativa
que cualitativa y la solucién esta en aplicar las modernas técnicas biotecnoldgicas para el
desarrollo de variedades de trigo menos toxicas que puedan ser toleradas por los celiacos.

Gluten (ppm)
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Trigos hexaploides Trigos tetraploides Trigos diploides

Figura 4. Contenido en gluten en genotipos de trigos hexaploides, tetraploides y diploides. El contenido
en gluten se determiné mediante ensayos ELISA con el anticuerpo R5. Los valores indicados representan
la media de siete lineas dentro de cada genotipo.
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6. Desarrollo de variedades de trigo aptas para celiacos

El caracter bajo contenido en gluten tdxico es, como hemos visto, extremadamente complejo y
su regulacion genética insuficientemente conocida. Las técnicas biotecnoldgicas basadas en el
silenciamiento especifico de genes mediante ARN de interferencia (RNAI) es la alternativa mejor
explorada hasta la fecha. Esta técnica consiste en un mecanismo de silenciamiento
post-transcripcional de genes muy especifico, por el que pequefias moléculas de ARN
complementarias a un ARN mensajero (ARNm) conducen a la degradacidn de éste, impidiendo
asi su traduccién en proteinas.”®* El descubrimiento de su mecanismo les valié a los
investigadores Andrew Fire y Craig Mello la concesién del premio Nobel de medicina del afio
2006, y ya apuntaron la potencialidad que la técnica tendria en medicina, ya que cualquier gen
del que se sepa la secuencia puede ser la diana de un ARN interferente disefiado a medida y por
tanto se puede apagar cesando el efecto adverso que tenga.

En principio la aproximacion mas directa es eliminar especificamente las gliadinas donde se han
descrito epitopos téxicos de forma que las nuevas variedades conserven sus propiedades de
calidad panadera. La utilizacion de esta tecnologia para el silenciamiento especifico de las
gliadinas en el grano de trigo implica un conocimiento muy preciso de la sintesis de este grupo
de proteinas en el grano,? y la utilizacién de promotores muy especificos,’*** que funcionen solo
en el grano, de forma que el fragmento de silenciamiento se encuentre sincronizado con la
sintesis de las gliadinas que queremos silenciar. De este modo se han silenciado con éxito las
a-gliadinas en la variedad “Florida”* y las y-gliadinas en la variedad “Bobwhite (Figura 5).% Sin
embargo, la reduccién del contenido en grupos especificos de gliadinas no ha dado lugar a
variedades con niveles de toxicidad que puedan ser consideradas aptas para los pacientes
celiacos (Figura 5B). Una de las razones para explicar esta falta de reduccion en los niveles de
toxicidad puede ser la compensacién que se produce en la sintesis de prolaminas,® de forma
que la disminucién de un grupo especifico de gliadinas es compensada con proteinas de otro
grupo de gliadinas, que también contienen epitopos toxicos. No obstante, las variedades de trigo
con niveles reducidos de distintas fracciones toéxicas podrian contribuir a reducir la carga de
gluten para toda la poblacidn si se introducen como parentales en programas de mejora para la
obtencion de variedades “menos toéxicas” mediante cruzamiento, recombinacion genética y
seleccion de los genotipos que combinen ambos silenciamientos.

Para evitar este efecto compensatorio, y conseguir una disminucién mucha mas efectiva de la
toxicidad en las nuevas variedades de trigo, la mejor alternativa es el uso de ARNs de
interferencia quiméricos capaces de silenciar los genes de los tres grupos w-, y- y a-gliadinas. La
construccidon de un fragmento ARNi quimérico implica la identificacion de zonas altamente
conservadas en los genes de cada uno de los tres grupos de gliadinas y la combinacién de dichas
secuencias en un unico fragmento de silenciamiento. El silenciamiento génico podria potenciarse
utilizando el mismo fragmento de silenciamiento y una combinacidn de promotores, especificos
de grano, pero con diferentes patrones de expresion. Esta estrategia permitiria que el fragmento
de silenciamiento funcione durante etapas mas prolongadas del desarrollo del grano.
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Figura 5. Silenciamiento especifico de y-gliadinas en el grano de trigo. A. La expresion del vector de
silenciamiento es altamente especifico y solo reduce las y-gliadinas. B. Contenido en gluten,
determinado mediante ELISA R5, de varias lineas con las y-gliadinas silenciadas.

Con esta técnica hemos producido una coleccién de mas de 50 lineas de trigo de diferentes
variedades y por tanto con distintos patrones de gliadinas. Como se observa en la Figura 6A, el
fragmento quimérico utilizado fue muy efectivo en el silenciamiento de los genes pertenecientes
a los tres grupos de gliadinas. La utilizacidn de diferentes promotores, aparentemente no mejora
el efecto del silenciamiento, y los dos promotores utilizados fueron igualmente efectivos en el
silenciamiento de las gliadinas.”’ Ademds, el fragmento RNAi quimérico fue igualmente muy
efectivo en el silenciamiento de las gliadinas de diferentes variedades de trigo.?* La especificidad
del fragmento RNAi quimérico se muestra en la figura 6B, observandose silenciamiento en la
fraccién de gliadinas pero no en las albuminas y globulinas. Sin embargo, el silenciamiento
especifico de las gliadinas en el grano provoca un efecto compensatorio con otras proteinas
como gluteninas??® y también con la fraccidn de albuminas y globulinas,? de forma que no hay
grandes diferencias en el contenido total de proteina entre las lineas sin gliadinas y sus
respectivos controles con gliadinas.”’ La cuantificacién mediante ELISA sadndwich con el
anticuerpo R5 ha puesto de manifiesto que en algunas lineas, el porcentaje de gluten ha
disminuido en torno al 98%. Esto datos se vieron corroborados con los ensayados con linfocitos
T especificos de determinados epitopos altamente estimuladores. Los resultados de la
cuantificacién de la proliferacion de linfocitos T especificas de los epitopos DQ2-a-1l, DQ8-a-l,
DQ2-y-VIl y DQ8-y-I en respuesta al gluten procedente de las lineas silenciadas, y digerido con
pepsina y tripsina, fueron realmente espectaculares.”’ Para algunas de estas lineas fueron
necesarias cantidades de proteina cien veces mayores que las de sus respectivos controles para
obtener una respuesta en la activacién de linfocitos T que reconocen el epitopo DQ2- o-I1*
situado en el 33 mer, uno de los péptidos mas inmunotdxicos que se conocen.® La respuesta de
los clones de linfocitos T especificos para otros epitopos (DQ2-y-VIl, DQ8-a-l, y DQ8-y-I)
localizados en y- y a-gliadinas no superaron el nivel de deteccidn para las concentraciones mas
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altas de los extractos proteicos evaluados.” Similares resultados se encontraron con clones de
linfocitos T que reconocen epitopos altamente estimuladores presentes en las w-gliadinas,” los
cuales mostraron una respuesta proliferativa muy reducida en comparacién con los controles
con gliadinas.”
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Figura 6. Silenciamiento de genes de los tres grupos de gliadinas mediante ARNi. A. Gel A-PAGE donde
se muestra que la expresion de un ARNi quimérico que contiene secuencias altamente conservadas
para los tres grupos de gliadinas provoca un silenciamiento efectivo de todas las gliadinas en el grano
de trigo harinero. B. Espectrometria de masas MALDI-TOF donde se muestra que el silenciamiento es
especifico de gliadinas y otras fracciones como albuminas y globulinas no se reducen.

Las variedades de trigo descritas muestran muy reducidas las tres fracciones de gliadinas por lo
gue podrian ser aptas para otras patologias relacionadas con el gluten. Por ejemplo, la anafilaxis
dependiente de ejercicio fisico, que se produce en individuos sensibles después de practicar
deporte, es disparada por genes codificados en el brazo corto del cromosoma 1B de trigo duro y
harinero, las w-5-gliadinas.?*** En las lineas descritas, esta fraccidon proteica se encuentra
altamente disminuida, por lo que estas harinas podria ser de ayuda para combatir esta grave
patologia. La sensibilidad al gluten, una nueva patologia de intolerancia al gluten, que excluye la
celiaquia y alergia, afecta al 6% de la poblacién en USA,* y cuyo tratamiento también es una
dieta sin gluten, podria asimismo beneficiarse de las nuevas variedades descritas en este trabajo.

Un aspecto importante es conservar la calidad harino-panadera de las nuevas variedades sin
gluten toéxico. Lo ideal es que puedan ser utilizadas ampliamente para la produccién de pan y de
otros productos alimenticios para celiacos y otras intolerancias al gluten y sus propiedades
organolépticas sean lo mas parecidas al pan elaborado con trigo normal.
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Las subunidades de gluteninas HMW son funcionalmente muy importantes, ya que constituyen
las principales determinantes de la elasticidad del gluten, propiedad que se correlaciona
directamente con la calidad panadera de la harina. La calidad panadera de estas lineas se ha
evaluado mediante la prueba de sedimentacion SDS, ya que los volimenes de sedimentacion
obtenidos estan altamente correlacionados con la calidad panadera.® La mayoria de las lineas
sin gliadinas mostraron unos valores de sedimentacion SDS comparables a las lineas control, y
solo cinco lineas tuvieron valores significativamente mds bajos que las lineas control.** Sin
embargo, los valores de sedimentacion SDS de estas cinco lineas aun son comparables a los de
trigos harineros de calidad media.

7. Conclusiones

Hasta la fecha los distintos estudios indican que todas las variedades de trigo cultivadas vy las
especies silvestres emparentadas son toxicas, aunque con diferencias entre ellas, pero muy por
encima del limite tolerado por los celiacos. EI ARNi es una herramienta excelente para el
silenciamiento especifico de epitopos estimuladores de linfocitos T presentes en los tres grupos
de gliadinas. Estos resultados suponen un importantisimo avance en la consecucion de trigos
aptos para la mayoria de los enfermos celiacos. Mas aun, estas lineas podrian servir de bases
para tratar otras patologias relacionadas con el gluten como son la anafilaxis dependiente de
ejercicio fsico y la senbilidad al gluten no celiaco. El caracter “silenciamiento” puede ser
transferido mediante cruzamiento a otras variedades de trigo permitiendo disponer de
suficiente variabilidad genética para poder seleccionar lineas aun menos toxicas que las ya
producidas. En el caso de la toxicidad descrita en algunas gluteninas, especialmente las de alto
peso molecular, facilmente podrian seleccionarse variedades que porten alelos no toxicos de las
mismas, y que también pueden utilizarse como parentales en los programas de mejora.
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